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Kovalens kinázgátlók a célzott  daganatt erápiában
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Summary
KrekÓ, M., Őrfi L.: Covalent Kinase Inhibitors in Tar-
geted Tumour Therapy 
Introduction: Kinase inhibitors with antitumour eﬀ ect have 
developed rapidly in the 21st century, and are now widely used 
as chemoterapeutic agents throughout the world. However, a 
problem is posed by the fact that patients develop acquired 
resistance to the drugs usually within a year, which results 
in the ineﬃ  cacy of the therapy and gradual deterioration of 
the patient’s condition. A new generation of kinase inhibitors, 
called covalent inhibitors, are meant to provide a solution to 
acquired resistance.
Objective and Methods: We surveyed various scientifi c 
papers and publications from pharmaceutical regulatory 
agencies in this topic. In this paper we describe the development 
of public covalent EGFR inhibitors, and in more detail, three 
currently approved covalent drugs. We have demonstrated the 
binding mode of the molecules with the aid of molecular mo-
delling and docking. In this article, we also provide a short 
description of covalent docking, with additional results of our 
research in the fi eld, and ultimately, we refl ect on the future 
role of covalent kinase inhibitors in cancer therapy.
Results: Covalent inhibitors exhibit a distinct binding mode 
to their targets by forming an irreversible covalent bond with a 
cysteine residue in the active site. Their mode of action enables 
them to possess higher aﬃ  nity and favourable selectivity over 
their reversible counterparts, and thus, with the use of rational 
drug design principles and modern in silico methods, give us 
the opportunity to produce successful drug candidates. To 
analyse the ligand-enzyme complexes of our novel kinase in-
hibitor compounds, which we assume to have an irreversible 
mode of action, and to determine the interactions necessary 
for their binding, we have created a parameter set for the 
Schrödinger Suites software containing the covalent docking 
reaction mechanism of our compound type, which we used 
successfully for this purpose.
Conclusions: The emerging problems of covalent inhibitors 
are yet to be solved, nevertheless, their group forms a part 
of cancer therapy of increasing importance. The successful 
covalent docking of our compounds further reinforces our 
theory, that we managed to produce an irreversible acting 
kinase inhibitor family with an atypical reactive group.
Összegzés
Bevezetés: A tumorellenes hatású kinázgátló vegyületek 
gyors fejlődésen mentek keresztül a huszonegyedik század 
során, és ma már világszerte fontos részét képzik a daganat-
terápiának. Problémát okoz azonban a betegekben kialakuló 
szerzett  rezisztencia a gyógyszerekre, mely általában egy éven 
belül a kezelés hatástalanságát és a beteg állapotromlását ered-
ményezi. A kinázgátló vegyületek új generációja, a kovalens 
gátlószerek hívatott ak megoldást szolgáltatni a rezisztencia 
problémájára.
Célkitűzés és Módszerek: Átt ekintett ük a témában 
megjelent szakirodalmi publikációk, valamint az egyes 
gyógyszerfelügyeleti hatóságok hivatalos kiadványait. Cik-
künkben ismertetjük a kovalens EGFR-gátlók fejlődését, és 
részletesebben foglalkozunk három, már engedéllyel rendelke-
ző kovalens kinázgátlóval. A vegyületek kötődési módját mole-
kulamodellezés és dokkolás segítségével mutatjuk be. Rövid le-
írást szolgáltatunk továbbá a kovalens dokkolás kivitelezéséről, 
a Schrödinger Suites szoftver anyagaink szerkezetére adaptált, 
egyedi paraméterezéséről, saját kutatási eredményeinkkel ki-
egészítve, végül pedig mérlegeljük a kovalens kinázgátlók 
jövőbeni szerepét a terápiában.
Eredmények: A kovalens inhibitorok sajátossága az irrever-
zibilis kötődés célenzimükhöz egy annak kötőhelyén található 
cisztein aminosaván keresztül. Hatásmódjuknak köszönhetően 
magasabb aﬃ  nitást és kedvezőbb szelektivitást mutathatnak 
reverzibilis rokonaikkal szemben, így racionális hatóanyag-
tervezés és korszerű in silico módszerek segítségével sikeres 
gyógyszerjelölt vegyületek előállítására adnak lehetőséget. 
Hogy saját, feltételezhetően irreverzibilis kinázgátló vegyüle-
teink ligandum-enzim szerkezetét és kötődéshez szükséges köl-
csönhatásait vizsgáljuk, létrehoztunk egy, a kovalens dokkolás 
reakciómechanizmusát (a Schrödinger Suites szoftverben) le-
író paraméter fájlt, melyet sikeresen alkalmaztunk.
Következtetések: A kovalens gátlószerek kapcsán felmerülő 
problémák egyelőre megoldatlanok, azonban mindezek ellenére 
is egy egyre növekvő fontosságú csoportját képezik a rákelle-
nes terápiának. Vegyületeink sikeres kovalens dokkolása alá-
támasztja elképzelésünket, miszerint egy nem konvencionális 
reaktív csoportot tartalmazó, irreverzibilisen kötődő vegyület-
családot sikerült kifejlesztenünk.
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Bevezetés
Az első kinázgátló vegyületek sikeres alkalmazá-
sa a tumorellenes terápia területén nagyszámú új, 
kinázokat célzó molekula előállítását eredményez-
te az elmúlt évek során [1, 2]. A korábbi cito toxikus 
szerekkel ellentétben ezek a vegyületek kifejezet-
ten a daganatok kialakulásának hátt erében álló, 
rendellenesen működő enzimeket gátolják, ki-
sebb-nagyobb mértékű szelektivitással. Ennek kö-
szönhetően kevesebb az alkalmazásuk során ki-
alakuló mellékhatások száma, valamint cseké-
lyebb azok súlyossága. Problémát jelent azonban a 
kezelés során a gyógyszervegyületekre kialakuló 
rezisztencia, és ennek következtében a terápia ha-
tásosságának csökkenése. A betegek átmeneti ál-
lapotjavulását követően, általában egy éven belül, 
újraindul a betegség progressziója, melyet a fenn-
álló kezeléssel már nem lehet orvosolni [4, 5]. 
A rezisztencia kialakulását okozhatja a kináz 
ATP-aﬃ  nitásának növekedése, ami az enzima tikus 
aktivitás fennmaradását eredményezi a gátló vegyü-
let alkalmazása esetén is. Egy másik kiváltó ok a 
kináz egy olyan mutáns formájának előtérbe helye-
ződése lehet, melynek kötőhelye a vad típushoz ké-
pest megváltozott  tulajdonságokkal rendelkezik, így 
a gyógyszervegyület elveszti aﬃ  nitását iránta. A 
legtöbb előállított  kinázgátló másodlagos kölcsönha-
tásokkal kapcsolódik a célenziméhez. Az ATP-kom-
petitív kötődési mód és a reverzibilis kapcsolódás 
lehetővé teszi a fent említett  rezisztenciamechaniz-
musok kialakulását, így a vegyülett ől függetlenül 
várható a kezelés hatékonyságának romlása [6, 7]. 
A kovalens inhibitorok a kinázgátlók speciális 
csoportját alkotják. Sajátosságuk az irreverzibilis 
kötődés az enzimhez, annak egy cisztein aminosa-
ván keresztül. ATP-koncentrációtól függetlenül 
képesek kifejteni gátló hatásukat, és egy kovalens 
addukt létrejött ének köszönhetően véglegesen 
inaktiválják célpontjukat, melyet a tumorsejtnek 
ismét elő kell állítania [6]. Köszönhetően az egyes 
rezisztenciaformákat áthidalni képes hatásmecha-
nizmusuknak, a kovalens vegyületek jelentősége 
növekvő tendenciát mutat a daganatt erápiában: 
2013 óta három kovalens vegyület kapott  forga-
lomba hozatali engedélyt az FDA-től [8], melyek-
1. ábra: Az FDA által engedélyezett  kinázgátló molekulák [2, 3]
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kel jelenleg is zajlanak klinikai vizsgálatok egyéb 
indikációkban, valamint kombinációs terápiában 
való alkalmazásuk előnyének igazolására [9]. 
Cikkünkben bemutatásra kerül a kovalens inhi-
bitorok jellemző szerkezete, kötődésük módja és 
kötődésük in silico elemzésének módszere saját 
kutatási eredményünkkel illusztrálva [10], vala-
mint alkalmazhatóságuk mérlegelése előnyeik és 
hátrányaik alapján.
A kovalens kinázgátlók fejlődése
A kovalens hatásmódú gyógyszervegyületek 
gyakran nagy aﬃ  nitással rendelkeznek, azonban 
sok esetben velejárójuk az „oﬀ -target”, azaz célpon-
ton kívüli reaktivitás, ami számos mellékhatást, 
esetenként súlyos toxicitást eredményezhet. Ezen 
vegyületeket ezért többnyire egészségügyileg koc-
kázatos csoportként kezelték, így az elmúlt évszá-
zad során kevesebb erre a típusra irányuló kuta-
tást folytatt ak. Érdemes említést tenni az acetil-
szalicilsavról, mint az első irreverzibilis enzim-
gátlóról, mely már az 1800-as évek végén forga-
lomban volt, valamint a penicillinekről, az 
ome prazolról és a clopidogrelről, amik szintén ko-
valens szerek, és a mai napig széles körben alkal-
mazzák őket [11].
Az irodalomban fellelhető ko-
valens kinázgátlók gyakran egy-
egy reverzibilis inhibitor kis mér-
tékben módosított  analógjai. Is-
mert tény, hogy a kovalens ve-
gyületek kötődési aﬃ  nitását nem 
csak a kovalens kötést létrehozó 
csoport, hanem az alapvegyület 
(„scaﬀ old”) szerkezete határozza 
meg, így hatásos kovalens mole-
kulák tervezéséhez elengedhetet-
len a megfelelő szerkezetű alap-
váz kiválasztása [12]. Az EGFR 
(epidermális növekedési faktor 
receptor) gátlóinak esetében a 
legtöbb korai vegyület kinazo-
linvázat és ahhoz kapcsolódó 
nagyméretű lipofi l csoportot, egy 
meta-, illetve paraszub szti tuált 
anilint tartalmaz, így az erlotinib 
(I) vagy a gefi tinib (II), melyek 
úgynevezett  első generációs gátló-
szerek. 
A két vegyületet jelenleg is sok 
országban alkalmazzák többféle 
indikációban, például nem kissej-
tes tüdőrák (NSCLC) elsővonalbeli terápiájaként. 
A rezisztencia általában egy év alatt  kialakul, amit 
relapszus és állapotromlás követ [13].
A kovalens hatásmódú vegyületek rendelkez-
nek egy, az alapvázon megfelelő pozícióban elhe-
lyezkedő, elektrofi l, reaktív oldallánccal vagy 
atomcsoportt al („warhead”) [6]. A csoport az iniciá-
2. ábra: Két első generációs kinázgátló, az erlotinib és a gefi tinib szerkezete
3. ábra: A szakirodalomban leírt, kovalens gátlóknál alkalmazott  elektrofi l 
csoportok [14]
4. ábra: Az afatinib (V) reverzibilis (zöld) és kovalens (sárga) 
kötődési módja az EGFR aktív centrumában (PDB ID: 
4ZAU) [16]
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lis kötődés révén térközelségbe kerülhet a kötő-
hely egy cisztein aminosavával, mely deprotonált 
állapotban nukleofi lként viselkedik. A tiolát anion 
és az elektrofi l között  lejátszódó reakció egy kova-
lens kötés kialakulását eredményezi. A 3. ábrán 
láthatók a szakirodalomban leírt, kovalens gátlók 
esetében alkalmazható elektrofi l csoportok [14].
Fontos szempont a „warhead” motívum megvá-
lasztásánál, hogy az elektrofi l csoport mérsékelt 
reaktivitással rendelkezzen, és csak akkor lépjen 
kölcsönhatásba a tiolát anionnal, ha a vegyület 
alapváza másodlagos kölcsönhatásokon keresztül 
stabilizálódott  a kötőhelyen, és a reaktív atomok 
egymás közvetlen közelében helyezkednek el. Ily 
módon nagyrészt elkerülhető az „oﬀ -target” reak-
tivitás, és nagymértékben növelhető a vegyületek 
szelektivitása, mivel a hatás kialakulásához szük-
séges koncentrációban a vegyület a célenzimek 
kötőhelyen lévő ciszteinjéhez nagyságrendekkel 
jobban kötődik az egyéb tiol csoportot tartalmazó 
molekuláknál [6, 15].
A témában zajló kutatások ál-
talában akrilamid-csoportot hor -
dozó vegyületek előállítását tű-
zik ki célul, a legtöbb kovalens 
gátló, mely klinikai vizsgálati 
szakaszba került, is ilyen cso-
portt al rendelkezik. Az ak ril-
amid kett őskötéséhez a cisztein 
tiolát anionja Michael-addíció 
során kapcsolódik, ezért gyak-
ran találkozhatunk a Michael-
akceptor kifejezéssel, mely a 
„warhead”-re vonatkozik.
Második generációs EGFR-
gát lók nak nevezik a kináz 797-
es ciszteinjéhez kovalensen 
kötődni képes, ani lin oki-
nazolin-vázas (vagy anilin-
okinolin-vázas, ld. VIII, IX) 
vegyületeket. Jellemzőjük, 
hogy a leggyakrabban elő-
forduló L858R aktiváló mu-
tációt, valamint az első ge-
nerációs gátlókra kialakuló 
rezisztencia hátt erében hú-
zódó T790M pontmutációt 
hordozó EGFR-formákat is 
képesek gátolni [15]. A cso-
port első klinikai vizsgála-
tokig jutó tagja a canertinib 
(CI-1033) (III), mely az 
EGFR, valamint az ErbB-
család többi tagjának (HER2-4) aktivitását alacsony 
nanomoláris koncentrációban gátolja. A vegyület 
tumor ellenes hatást mutat a tüdőrák és a mellrák 
egyes fajtáin, azonban fázis II klinikai vizsgálatok 
alapján terápiás alkalmazhatósága megkérdőjelez-
hető, valamint dózisfüggő, esetenként súlyos toxi-
citást mutat, így a vegyület fejlesztését leállított ák 
[17]. A caner tinibet követt e többek között  a da co-
mitinib (PF-00299804) (IV), melyekkel fázis III 
vizsgálatokat végeztek, majd az afatinib 
(BIBW2992) (V), amely 2013-ban kapott  forgalom-
ba hozatali engedélyt EGFR-mutáció-pozitív, átt é-
tet adó nem kissejtes tüdőrák terápiájára [18]. 
A dacomitinib és az afatinib elektro fi l csoportja 
szubsztituált akrilamid. A kett őskötéshez kapcso-
lódó, oldhatóságot növelő alifás lánc mindkett ő 
esetében egy tercier nitrogénatomot hordoz, mely 
egyes feltevések szerint elősegíti a cisztein tiol-
csoport jának deprotonálódását azáltal, hogy egy 
bázikus centrumot szolgáltat a kénatom közelében 
5. ábra: Az akrilamid és a cisztein tiolcsoportja között  végbemenő Michael-addíció [6]
6. ábra: Második generációs EGFR-gátlók: canertinib, dacomitinib, afatinib
7. ábra: Egyéb második generációs EGFR-gátló anyagok
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[19]. Az afatiniben található dimetil amino metil-
szubszti tuens továbbá megnöveli a vegyületek 
féléletidejét a sejteken belül, mindamellett , hogy a 
vegyület inhibitor potenciálja megmarad [20].
Az EGFR(T790M) a szerzett  rezisztenciák hátt e-
rében leggyakrabban álló mutáns forma, melynek 
kötőhelyén a 790-es metionin oldallánca sztérikus 
gátat jelent a kinazolinvázas EGFR-gátlók anilinré-
szére a kötődés során, így a második generációs 
gátlók aktivitása a vad típuson jóval erősebb, mint 
a T790M formán [15]. En-
nek következtében az 
epite liális sejtekre toxici-
tást mutatnak [21], alkal-
mazásuk esetén ezért 
gyakran jelentkezik mel-
lékhatásként súlyos bőrki-
ütés és hasmenés, vala-
mint tüdőgyulladás, me-
lyek dózislimitáló faktorok az adagolás során.
Az EGFR-gátlók harmadik generációját olyan 
vegyületek alkotják, melyek nem kinazolinvázas 
vegyületek, és a T790M mutáns formára jelentős 
gátló hatást gyakorolnak, míg a vad típushoz aﬃ  -
nitásuk alacsony [15]. A csoport tagjainak hatását 
a T790M mutációt hordozó betegeken vizsgálják. 
A naquotinib (ASP8273) (X) és a rociletinib (CO-
1686) (XI) fázis III vizsgálatokban vesz részt jelen-
leg is [9, 22], az osimertinib (AZD9291) (XII) alkal-
mazását pedig 2015-ben engedélyezte az FDA [23]. 
Az olmutinib (BI 1482694 / HM 61713) (XIII) Dél-
Koreában kapott  forgalomba hozatali engedélyt 
2016-ban, azonban a koreai állami szabályozó 
szerv, az MFDS rövidesen fi gyelmeztetést adott  ki 
a gyógyszerrel kapcsolatban, annak súlyos, ese-
tenként halálos kimenetelű bőrreakciókat 
(Stevens-Johnson szindrómát, valamint a súlyo-
sabb toxikus epidermális nekrolízist) okozó mel-
lékhatásai miatt  [24]. További vegyületek a harma-
dik generációból a WZ4002 (XIV), mely az első 
publikált molekula a csoportban [25], valamint az 
avitinib (AC0010) (XV), a nazartinib (EGF816) 
(XVI) és a PF-06747775 (XVII), melyek a fejlesztés 
korai fázisában tartanak, és fázis I/II vizsgálatok 
zajlanak velük [9, 15, 22, 26].
A vegyületek mindegyike akrilamid- vagy mó-
dosított  akrilamid-csoportot tartalmaz, valamint 
felfedezhetők a reverzibilis kötődésben szerepet 
játszó elemek, a N-tartalmú heterociklus és az ah-
10. ábra: Az ibrutinib kötődése a BTK-hoz a 481-es 
ciszteinen keresztül (PDB ID: 5FBO) [32]
9. ábra: Az ibrutinib szerkezete
8. ábra: Harmadik generációs EGFR-gátlók
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hoz kapcsolódó szekunder aminocsoport, illetve 
több molekula esetén a metoxi-szubsztituens és a 
heterociklus lipofi l oldalcsoportja is megjelenik. 
Engedélyezett  kovalens gátlók
Jelenleg három kovalens gátlószer, az ibrutinib 
(XVIII), az afatinib (V) és az osimertinib (XII) 
rendelkezik FDA-engedéllyel. Mindegyik vegyü-
letet nagy előrelépésként tartják számon a kináz-
gátlókkal végzett  daganatt erápiában. A dél-koreai 
engedéllyel rendelkező, és az FDA által „átt örést 
hozó” státuszt kapott  [27] olmutinib jövője a ked-
vezőtlen mellékhatások jelentkezése és a gyógy-
szert övező fordulatos jogi események miatt  kétsé-
ges [28, 29]. A három engedélyezett  vegyület kova-
lens kötődési módját a Schrödinger Suites 2015-3 
szoftver segítségével ábrázoltuk.
Az ibrutinib a Bruton-féle tirozin-kináz (BTK) 
gátlószere, mely csoportnak az első sikeres tagja. 
B-sejtes limfómák terápiájaként került forgalomba 
2013-ban. Célenzimét 0,5 nM koncentráció-tarto-
mányban gátolja, és bár néhány további kinázra is 
10 nM alatt i IC50 értéket mértek [30], a klinikai 
vizsgálatok során egy jól tolerálható vegyületnek 
találták, mérsékelt mellékhatásprofi llal. Hatását 
monoterápiában és kombinációban is vizsgálták, 
és vizsgálják jelenleg is, B-sejtes limfómák egyes 
típusaiban szenvedő betegeken. Az eredmények 
alapján az ibrutinib tűnik a leghatásosabb ágens-
nek krónikus limfoid leukémia (CLL), kis 
limfocitás limfóma (SLL) és köpenysejtes limfóma 
(MCL) kezelésére [31]. 
Az afatinib jelentős gátló hatást mutat az EGFR 
több mutáns formájára, valamint a vad típusra: in 
vitro vizsgálatok során az EGFR(L858R)-t 0,2-0,4 
nM körüli értéknél, a vad típusú EGFR-t 0,5 nM, 
az EGFR(L858R/T790M) kett ős pontmutáns for-
mát pedig 9-10 nM koncentrációban gátolja [18, 
33]. A vegyület továbbá az exon 19-deléciót tartal-
mazó mutáns EGFR-re is aktivitást mutat [34]. 
2013-ban kapott  FDA-engedélyt, EGFR-mutáció-
pozitív, átt étet adó nem kissejtes tüdőrákban je-
lenleg első vonalbeli szerként alkalmazzák több, 
mint 60 országban [35, 36]. A klinikai vizsgálatok 
során és újabb metaanalízisek alapján az afatinib 
előnyösebbnek bizonyult az első generációs inhi-
bitorokkal, az erlotinibbel és a gefi tinibbel szem-
ben, mely előny a mutációt hordozó betegeknél 
még szembetűnőbb [33, 34].
A legújabb kovalens inhibitor jelenleg a piacon 
az osimertinib. Két fő aktív metabolitja az indol-
gyűrű nitrogénjén demetilezett  származéka, az 
AZ5104, valamint a dimetilamino-csoporton de-
me tilezett  AZ7550; mindkét származék az anyave-
gyületéhez hasonló aktivitással rendelkezik, rela-
tív AUC értékük 10-10% körüli. Az osimertinib és 
metabolitjai a mutáns kinázokat 1-50 nM, illetve 
egyes mérések alapján ennél is alacsonyabb kon-
centrációban gátolják, az EGFR(L858R), 
EGFR(del19) és EGFR(L858R/T790M) mutáns sejt-
vonalakon mért IC50 értékei a 3-30 nM tartomány-
ba esnek, továbbá az EGFR(del19/T790M) típuson 
2-16 nM koncentrációban aktívak. Az EGFR(wt) 
enzimen és a vad típust kifejező sejtvonalakon 
csak 1-3 nagyságrenddel nagyobb mennyiségben 
11. ábra: Az afatinib kovalens kötődése az EGFR-hez (PDB 
ID: 4ZAU) [16]
12. ábra: Az osimertinib kovalens kötődése az EGFR-hez 
(PDB ID: 4ZAU) [16]
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mutatnak gátló hatást. Ezen felül a hatóanyag és 
metabolitjai minimális szintű „oﬀ -target” reaktivi-
tást mutatnak a 280 egyéb kinázon meghatározott  
szelektivitási vizsgálat alapján [34, 37].
A gyógyszer szintén előrehaladott , illetve átt é-
tet adó NSCLC terápiájára kapta meg az enge-
délyt, és nagy remények fűződnek hozzá, mint a 
klasszikus EGFR-gátlókra kialakuló rezisztenciát 
okozó T790M mutáns forma hatásos ellenszere. 
Ezt bizonyítja, hogy jelenleg 50-nél is több fázis I, 
II és III klinikai vizsgálat zajlik a hatóanyaggal, 
monoterápiában vagy egyéb gyógyszerekkel kom-
binációban, többségében mutációt hordózó, 
NSCLC-ben szenvedő betegeken, és több vizsgála-
tot kifejezett en a korábban már más EGFR-
gátlóval kezelt, de arra rezisztenciát szerző bete-
gek csoportjain végeznek [9, 23, 38].
Kovalensen kötődő vegyületek modellezése
A bioinformatika fejlődése a huszonegyedik szá-
zadban új eszközöket szolgáltatott  a racionális 
gyógyszertervezés megújulásához. A molekula-
modellező programoknak köszönhetően ma már 
lehetőségünk van egyebek mellett  fehérjék és más 
makromolekulák teljes szerkezetének megjeleníté-
sére, gyógyszervegyületek fi zikai-kémiai tulaj-
donságainak és ADME sajátságainak in silico elő-
rejelzésére, valamint célenzimhez kötődésük 
módjának energetikai és farmakodinámiás jellem-
zésére. Ez utóbbi funkció a dokkolás, mely bonyo-
lult matematikai algoritmusok segítségével álla-
pítja meg a vizsgált vegyület energetikailag leg-
kedvezőbb konformációját a célenzim kötőhelyé-
hez történő kapcsolódása során. 
Az általunk használt molekulamodellező szoft-
ver a Schrödinger Suites 2015-3. A program Glide 
nevű modulja használható egy potenciális vezér-
molekula („lead”) meghatározására, annak HTVS 
(high-throughput virtual screening) funkciójával. 
Lehetőségünk van egy már meglévő „lead” mole-
kula optimalizálására is: különbözően szubszti tuált 
analóg vegyületeket a program által becsült kötő-
dési aﬃ  nitásuk alapján rendszerezhetjük, és megál-
lapíthatjuk a modell segítségével, mely funkciós 
csoportok, molekulaszerkezeti elemek szükségesek 
a sikeres kötődéshez. A dokkolás egy reverzibilis 
komplex modellt eredményez, amely megjeleníti a 
ligandum és a fehérje kötőhelye között  kialakuló 
másodlagos kölcsönhatásokat: hidrogénkötéseket, 
Van der Waals-kötéseket, ionpárokat, π- π és π-ion 
kölcsönhatásokat. A vegyület szolvatációjának 
energiamérlegét is fi gyelembe veszi a program a 
dokkolás végeredményének számolásakor, melyet 
kcal mol-1 mértékegységben kapunk meg [39, 40].
A Glide dokkolás hasznos eszköz a vegyületek 
kötődési tulajdonságainak és aﬃ  nitásának jellem-
zésére, azonban az enzimhez irreverzibilisen kap-
csolódó vegyületek kötődési módját nem képes 
bemutatni. Ma már lehetőségünk adódik a közel-
múltban egyre növekvő jelentőségű kovalens ha-
tóanyagok hatásmechanizmusának elmélyültebb 
tanulmányozására is a CovDock modul segítségé-
vel. A Glide dokkolás során megállapításra került 
reverzibilis komplex szerkezetét felhasználva ki-
választjuk a dokkolt vegyületet és a reaktív oldal-
lánccal rendelkező aminosavat, melyen a kovalens 
kötődés létrejön. A szoftver első lépésben a kivá-
lasztott  aminosavat (esetünkben a kináz reaktív 
ciszteinjét) alaninná változtatja, hogy a „warhead” 
térközelségbe kerülhessen azzal, majd hozzáadja 
a reaktív oldalláncot, és kötést képez a ligandum 
és az adott  aminosav között . A folyamat több ko-
valens komplexet eredményez a ligandum konfor-
mációjának függvényében, melyek közül az össze-
sített  dokkolási eredmény alapján a legkedvezőbb 
(azaz a legnegatívabb kcal mol-1 értékkel rendelke-
ző) kerül kiválasztásra [41, 42].
A kovalens dokkoláshoz ki kell választani a 
megfelelő kötődési hatásmechanizmust a vegyüle-
tek reaktív csoportjaitól függően. A CovDock 
megadott  beállításokkal rendelkezik például cisz-
teinek között  kialakuló diszulfi dhíd modellezésé-
re, Michael-akceptorok reakciójára ciszteinekkel, 
nukleofi l addícióra kett ős- vagy hármaskötéshez, 
iminkondenzációra, epoxidfelnyílásra, valamint 
béta-laktámok, foszfonátok vagy éppen boron-
savak addíciójára. A széles körben alkalmazott 
„warheaddel” rendelkező vegyületek kovalens dok-
kolása így könnyen kivitelezhető.
Kutatócsoportunk egy daganatok kialakulásá-
ban szerepet játszó intracelluláris tirozin-kinázt 
gátló vegyületcsalád fejlesztésén dolgozik, melyek 
szerkezete jelen cikkben nem kerül bemutatásra. 
Az enzim több támadható ciszteinnel is rendelke-
zik kötőhelyén, valamint annak közelében. Az elő-
állított  anyagok néhány tagja szubmikromólos 
koncentrációban gátolja a célpontját (IC50 = 300-
600 nM), valamint az enzimet kifejező mutáns sejt-
vonalat (IC50 = 240-540 nM). A vegyületcsalád egy, 
a csoportunk korábbi kutatása során fejlesztett , ki-
váló szelektivitási profi llal rendelkező hatóanyag-
család alapvázon módosított  analógjai. Az új ve-
gyületek kisszámú heteroatom és funkciós csoport 
mellett  tartalmaznak egy elektronszegény környe-
zetű kett őskötést. Feltételezésünk alapján e kett ős-
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kötés megfelelő reaktivitással rendelkezik a kötő-
hely ciszteinjéhez való kovalens kapcsolódáshoz, 
mely magyarázatot szolgáltatna a nanomólos tar-
tományban jelentkező gátló hatásra és a szelekti-
vitásra.
Hogy megjelenítsük a feltételezett  kovalens 
komplex szerkezetét, igyekeztünk a vegyületeket 
a CovDock segítségével dokkolni. Mivel a vegyü-
letek nem tipikus „warheaddel” rendelkeznek, így a 
program alapbeállításai nem voltak alkalmasak a 
reakció modellezésére. A dokkolásokhoz ezért 
szükségünk volt egy megfelelő .cdock kiterjesztésű 
fájl létrehozására, mely a reakció mechanizmusát 
tartalmazza, s melynek segítségével a program 
felismeri a kett ős kötést, mint reaktív csoportot. A 
fájlt a CovDock hivatalos útmutatója [43], vala-
mint egy, a Schrödinger cég honlapján fellelhető 
előadás [44] alapján szerkesztett ük meg, mely az 
alábbi szöveget tartalmazza:
LIGAND_SMARTS_PATTERN 1,[C] =[C]-[c]
RECEPTOR_SMARTS_PATTERN 2,[C ]-[S,O;H1,-1]
CUSTOM_CHEMISTRY („<1>”,(„charge”,0,1))
CUSTOM_CHEMISTRY („<1>|<2>”,(„bond”,1,(1,2)))
CUSTOM_CHEMISTRY („<2>=[C]-[c]”,(„bond”,1,(1,2)))
A reaktív csoportok meghatározásához a 
SMARTS leíró nyelvet kell alkalmazni, mely segít-
ségével pontosan lehet meghatározni molekuláris 
alstruktúrákat, mintázatokat atomok és kötések je-
lölésével. Hasonló a SMILES-hoz, de azzal ellen-
tétben nem csak teljes molekulákat lehet ábrázolni 
vele, így felhasználható molekularészletek alapján 
történő keresésre, szűrésre vagy összehasonlításra 
[45, 46].
A mechanizmus fájlban meg kell adni a 
LIGAND_SMARTS_PATTERN, illetve RECEP-
TOR_SMARTS_PATTERN kulcsszavakat. Utánuk 
a ligandum és a célfehérje reakcióban részt vevő 
részletének SMARTS nyelven írt mintázatát kell 
leírni, valamint elé az indexszámot, ami jelzi, hogy 
a SMARTS mintázat hányadik eleme a reagáló 
atom. Esetünkben a ligandum számára egy egy-
szerű vinilcsoport leírása megfelelő. Vegyületeink 
nem rendelkeznek a Michael-akceptorok szerke-
zetében megtalálható oxocsoportt al, így az alkal-
mazott  [C]=[C]-[c] jelzés a Michael-akceptorok 
SMARTS mintázatának egyszerűsített  formája. A 
ligandum indexszáma az 1, tehát a [C]=[C]-[c] első 
szénatomja, a receptor indexszáma a 2, azaz a [C]-
[S,O;H1,-1] mintázat kén- vagy oxigénatomja. 
A CUSTOM_CHEMISTRY kulcsszó és egy uta-
sítás alkalmazásával lehet meghatározni a további-
akban lejátszódó lépéseket a [„SMARTS mintázat”, 
(„utasítás”, érték, indexszámok)] sémára. Így állít-
hatjuk be például az atomok töltésének változását 
(charge), a kialakuló vagy megszűnő kötéseket és 
kötések rendűségének változását (bond), kiralitás-
centrumok konfi gurációjának változását (chiral), 
vagy távozó csoportok esetében atomok elvételét 
(delete). Az ”<1>” jelzés a fehérje SMARTS mintá-
zatának reakcióban részt vevő atomját helyett esíti 
(esetünkben [S,O;H1,-1]), a ”<2>” pedig a ligand 
reagáló atomját (esetünkben [C]). A fájl harmadik 
sorában állíthatjuk be a reaktív aminosav atomjá-
nak formális töltését a ”charge” szó után írva (ese-
tünkben 0), valamint utána az indexszámot feltün-
tetve (1, tehát ”<1>”). A következő sorban állíthat-
juk be a kialakuló kötés rendűségét a ”bond” uta-
sítást alkalmazva. Az ”<1>|<2>” esetén a függőle-
ges vonal jelzi, hogy a SMARTS mintázat két 
molekulát jelöl meg. A rendűséget 1-re állítva egy-
szeres szén-kén (vagy szén-oxigén) kötést alakí-
tunk ki, mögött e pedig feltüntetjük az indexszá-
mokat (1 és 2, tehát <1> és <2>). Az utolsó sorban a 
ligandum SMARTS mintázatában az első és máso-
dik atom (esetünkben az eredeti kett ős kötés két 
szénatomja, <2>=[C]) között i kötés rendűségét állít-
juk 1-re, mögött e ismét feltüntetve az indexszámo-
kat (1 és 2, tehát <2> és [C]).
I. táblázat
Kovalens dokkolások eredményei kcal mol-1-ban és az anyagok célenzimen mért IC50 értékei nM-ban
BTK EGFR(wt) célpont TK IC50 (nM)
ibrutinib -9,524 - - 0,5
afatinib - -8,584 - 0,5
AZ5104 - -8,195 - 25
osimertinib - -8,144 - 184
AZ7550 - -7,500 - 519
1. vegyület - - -8,777 326
2. vegyület - - -8,639 637
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Az általunk létrehozott , reakciómechanizmust 
tartalmazó paraméter fájlt sikerrel alkalmaztuk sa-
ját vegyületeink kovalens dokkolásához. A megál-
lapított  „cdock score”-értékek az I. táblázatban lát-
hatók, melyben összehasonlító adatként feltüntet-
jük a három korábban bemutatott , engedéllyel 
rendelkező kovalens vegyület és az osimertinib 
két fő metabolitjának dokkolási eredményeit, és a 
molekulák IC50-értékeit célenzimeiken. Az ered-
mények alapján előállított  vegyületeink valóban 
képesnek tűnnek tirozin-kináz célpontjuk irrever-
zibilis gátlására.
A kovalens gátlószerek jövője: problémák és 
megoldások
A kovalens kinázgátlók napjainkban már szerves 
részét képzik a tumorellenes terápiának. Rendkí-
vül potens vegyületek, és irreverzibilis hatásukat 
ideális esetben csak a célenzimeken fejtik ki, ezért 
racionális gyógyszertervezés és a tudomány leg-
modernebb eszközeinek segítségével reményt ad-
nak a „Magic Bullet”-koncepció megközelítésére. 
A ciszteineket célzó hatásmechanizmus kiváló le-
hetőség a vegyületek szelektivitásának és aﬃ  nitá-
sának növelésére, azonban az egy családba tarto-
zó kinázok evolúciósan konzervált kötőhelyén ha-
sonló pozíciót foglalhat el az adott  nukleofi l. En-
nek köszönhetően előfordul, hogy egy kovalens 
gátló nagyfokú szelektivitást mutat célenzimére, 
ám azon kívül néhány másik kinázt is hasonlóan 
kis koncentrációban képes gátolni. Bár mérsékelt 
reakciókészséggel és kedvező szelektivitási profi l-
lal rendelkeznek, nem zárható ki az egyéb 
tiolcsoportot tartalmazó entitásokhoz való kötő-
dés, és ezáltal idioszinkráziás tünetek megjelené-
se. Mindezek mellett  a kovalens vegyületek vitat-
hatatlan előnnyel rendelkeznek a reverzibilis inhi-
bitorokkal szemben [15].
A harmadik generációs EGFR-gátlók több kép-
viselője is biztató eredményeket szolgáltatott  a ko-
rábban kinázgátlóval kezelt, de arra rezisztenciát 
szerző betegeknél, azonban újabb problémaforrást 
jelent az ezen vegyületek alkalmazása során je-
lentkező rezisztencia. Ennek oka az akrilamid tá-
madáspontjának, a 797-es ciszteinnek a pont-
mutációja, mely következtében a vegyületek alkal-
matlanná válnak a mutáns enzim irreverzibilis 
gátlására [47]. Az osimertinibbel kezelt betegek 
gyógyszerre adott  válaszkészségének romlása je-
lenleg megoldatlan probléma, azonban több pub-
likáció is született  az elmúlt két évben, melyek 
ígéretes eredményekről számolnak be. A briga-
tinib reverzibilis ALK (anaplasztikus lim fóma 
kináz) és EGFR-gátló, melyet idén áprilisban en-
gedélyezett  az FDA ALK-pozitív, átt étet adó 
NSCLC indikációban, crizotinibre már nem reagá-
ló, vagy arra intoleráns betegek számára [48]. A 
vegyület EGFR-ellenes antitestt el (cetuximab vagy 
pani tumumab) kombinációban való alkalmazása 
in vitro és in vivo is képes gátolni a hármas mutáns 
EGFR(C797S/T790M/L858R) enzimet, és az azt ki-
fejező Ba/F3 sejtvonal szaporodását [49]. Hasonló-
an jó eredmények születt ek az EAI045 nevű 
allosztérikus inhibitor és cetuximab egyidejű adá-
sával, mely szintén gátolni képes a hármas mu-
táns formát, és genetikailag módosított  egerek 
tumorméretének csökkenése igazolta a kombiná-
ció hatásosságát in vivo is [50].
A monoterápia hatástalansága esetén, ahogy ez 
utóbbi két példa is mutatja, lehetőség van a kom-
binációs terápia alkalmazására. Jóllehet, a kináz-
gátlók önmagukban nem nyújtanak teljes megol-
dást egyes daganatt ípusok leküzdésében, azonban 
egyéb tumorellenes gyógyszerek, például mono-
klonális antitestek kiegészítő kezeléseként hasz-
nálhatók, és a szinergista hatásmód következtében 
a gyógyszerek individuális adagja csökkenthető. 
A kombináció előnye továbbá, hogy a két külön-
böző gyógyszerre kialakuló rezisztencia okai elté-
rőek lehetnek, így ha az egyik hatása csökken, azt 
ellensúlyozni képes a másik.
Érthetően nagy a hangsúly az EGFR-gátlókon, 
hiszen e receptor rendellenességei állnak számos 
daganat kialakulásának hátt erében. Hogy mit tar-
togat a jövő a kovalens kinázgátlók fejlesztése 
szempontjából, egyelőre kérdés, azonban, az egye-
dülálló BTK-gátló ibrutinib példáját véve alapul, 
számos lehetőség kínálkozik a fejlesztésükre. 
Több onkogenezisben szerepet játszó kinázra még 
nem fejlesztett ek ki terápiában sikeresen alkal-
mazható molekulát, és ezen kinázok között  akad-
nak olyanok, melyek támadható ciszteinnel ren-
delkeznek [8]. Az engedélyezett  kinázgátló mole-
kulák számának folyamatos növekedése alapján 
így feltételezhető, hogy a közeljövőben újabb ko-
valens gátlószerekről szóló publikációkkal talál-
kozhatunk a szakirodalomban.
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Innovatív technológiájú ciprofl oxacin-hidroklorid tartalmú száraz 
porinhalációs rendszer fejlesztése 
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 1. Bevezetés, az experimentális munka 
célkitűzése
Formulálásuk tekintetében a DPI készítmények ha-
gyományos hordozó alapú, valamint hordozómen-
tes (új generációs) rendszerek lehetnek. A forga-
lomban – egy-két kivételtől eltekintve – a hagyo-
mányos formulálású készítmények találhatóak 
meg. A nagyméretű hordozók felhasználása előnyös 
olyan hatóanyagoknál, amelyek erős kohezív sajátságok-
kal bírnak, pozitívan befolyásolja a termék folyási tulaj-
donságait, kis mennyiségű hatóanyag dozírozhatósága 
pontosítható, illetve az inhaláció során a szájüregben de-
ponálódott  hordozó íze megerősíti a betegben a termék si-
keres használatának tényét. Viszont az ilyen for-
mulálású termékek (gyári készítmények) többsége 
Summary
E. Benke, P. SzabÓ-Révész, R. Ambrus.: Development 
of ciprofl oxacin hydrochloride containing dry powder 
inhalation system with an  innovative technology
Introduction: There are diﬀ erent types of dry powder inha-
lation systems (DPIs) called traditional (carrier-based) and 
new generation (carrier-free) formulations which are used 
throught industrial production and development works. How-
ever application of newer formulations could oﬀ er new devel-
opment trend sin this fi led.
Aim: The aim of the experimental work was the develop-
ment of an innovative technology (application of spray-dried 
drug on the modifi ed surface of carrier) to reach DPI contain-
ing antibiotic (ciprofl oxacin hydrochlorid) with the advan-
tageous properties of carrier-based and carrier-free systems, 
therefore resulted high lung deposition.
Method: Interactive physical mixtures were prepared by 
controlled conditions using lactose for inhalation, raw and 
spray-dried ciprofl oxacine hydrochloride. Surface modifi ca-
tion by masnesium strearate was also applied. The prepared 
samples were characterized by physico-chemical and dosage-
form investigations.
Results: The surface modifi cation and the applied innova-
tive technology resulted high lung deposition. Investigation of 
interparticular interaction a correlation between the physico-
chemical properties and lung deposition results of DPIs.
Conclusion: According to our results it could concluded, 
that there is raison d’etre of application .The prepared sam-
ples presented nearly the same lung deposition (~70%) like the 
new generation DPIs.
Keywords: DPI, combinated formulation, interparticulate 
interactions, surface modifi cation of carrier, ciprofl oxacin hy-
drochloride
Összefoglalás
Bevezetés: Jelenleg a száraz porinhalációs rendszerek (DPI, 
dry powder inhaler) esetén hordozó alapú és új generációs 
(hordozómentes) rendszereket állítanak elő gyári, illetve kísér-
leti fázis szintjén is. Érdemes megvizsgálni más formulációk, 
összetételek megvalósíthatóságát, új fejlesztési irányvonalat 
indítva ezen a területen.
Célkitűzés: Az experimentális munka célja olyan innova-
tív formulálású, antibiotikum (ciprofl oxacin-hidroklorid) tar-
talmú DPI készítmény fejlesztése (porlasztva szárított  ható-
anyag alkalmazása hordozó felületén), amely magába ötvözi 
a klasszikus hordozó alapú és az új generációs DPI rendsze-
rek előnyös tulajdonságait, kiemelkedő tüdődepozíciót ered-
ményezve. További célunk összefüggések keresése az előállí-
tott  termékekben fellépő interpartikuláris kölcsönhatások és a 
tüdődepozíciós eredmények között .
Módszerek: Kontrollált körülmények között  interaktív fi -
zikai keverékeket állított unk elő inhalációs laktóz, valamint ke-
zeletlen és porlasztva-szárított  ciprofl oxacin-hidroklorid ese-
tében is. Magnézium-sztearátt al felületmódosított  hordozót 
tartalmazó termékeket egyaránt készített ünk.. A mintákat fi -
zikai-kémiai vizsgálatokkal és gyógyszerforma-vizsgálatt al: 
jellemeztük.
Eredmények: Innovatív formulálás alkalmazásával legfő-
képp a felületmódosított  terméknél sikerült fi gyelemre méltó 
tüdődepozíciós eredményt elérnünk. Interpartikuláris kölcsön-
hatások vizsgálata révén összefüggést találtunk az interaktív 
fi zikai keverékek fi zikai-kémiai tulajdonságai és tüdődepozíciós 
eredményei között .
Következtetések: Az eredmények alapján megállapítható, 
hogy a innovatív formulálású DPI készítmények fejlesztésének 
van létjogosultsága., Az előállított  mintáink fi gyelemre méltó 
tüdődepozíciós eredményei (~70%) felveszik a versenyt az új 
generációs DPI készítményekével.
Kulcsszavak: száraz porinhalációs rendszerek, innovatív 
formulálású DPI, interpartikuláris kölcsönhatások, hordozó 
felületmódosítása, ciprofl oxacin-hidroklorid
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még alacsony tüdődepozíciós értékekkel rendelke-
zik (~20-30 %-os FPF, fi nom részecske frakciós ér-
ték), tehát a hatóanyag kis százalékban éri csak el a 
tüdő megfelelő szegmenseit, mert a nagyméretű 
hordozón maradt jelentős mennyiségű farmakon a 
felső légutakban kitapad. A hagyományos száraz 
porinhalációs rendszerek esetén fellépő inter-
partikuláris kölcsönhatásokkal kevés tanulmány 
foglalkozik nemzetközi szinten is, pedig ezek alap-
vető befolyással rendelkeznek a készítmények 
pulmonális depozíciójára vonatkozóan [1].
Az új generációs DPI rendszerek tekintetében 
megfelelő segédanyagok és technológiai megoldások – el-
sősorban porlasztva szárítás – alkalmazásával a 
nagyméretű hordozók felhasználása kiküszöbölhe-
tővé vált. Viszont, ezen rendszerek is csak hozzáve-
tőleg 50-60%-os FPF eredményekkel rendelkeznek, 
a hatóanyag szemcsék között  kialakuló, kimutatha-
tóan magas kohezív sajátságok miatt  [1-3].
Az antibiotikumok alkalmazása tüdőfi brózis 
kezelésében már régre visszanyúlik, ugyanis az 
Abbot Laboratories már 1948-ban kifejlesztett e a 
penicillin por tartalmú inhalációs aerohalert. A 
bakteriális légúti fertőzések leggyakoribb kezelési 
módját jelenleg is az egyszeri vagy kombinált anti-
biotikumok nagy dózisainak orális beadása jelen-
ti, amelyek súlyos mellékhatásokkal járhatnak. Az 
antibiotikum tartalmú DPI rendszerek fejlesztésé-
vel ezen betegségek lokális kezelése válik lehető-
vé. Így a tüdőszövetben magas hatóanyag-kon-
centráció érhető el, kisebb dózisok alkalmazása 
elegendő az orális terápiához képest, csökkent 
szisztémás antibiotikum expozícióval és alacso-
nyabb toxicitási kockázatt al is számolhatunk [4].
Munkánk célja olyan innovatív formulálású, an-
tibiotikum tartalmú DPI készítmény fejlesztése 
(porlasztva szárított  hatóanyag alkalmazása hor-
dozó felületén), amely magába ötvözi a klasszikus 
hordozó alapú és az új generációs DPI rendszerek 
előnyös tulajdonságait, kiemelkedő tüdődepo zí-
ciós eredményt mutatva. Ezáltal innovatív for-
mulálású DPI rendszer előállítását terveztük 
ciprofl oxacin-hidroklorid felhasználásával, magas 
tüdődepozíciós eredmények elérése érdekében. 
Továbbá azonos előállítási paraméterek mellett 
mikronizált ciprofl oxacin-hidroklorid alkalmazá-
sával referencia minták előállítását végeztük a 
vizsgálati eredmények megfelelő kiértékelhetősé-
ge szempontjából. Célunk a fentebb említett  forga-
lomban levő DPI-k FPF értékeinek meghaladása 
és összefüggések keresése az előállított  termékek-
ben fellépő interpartikuláris kölcsönhatások és a 
tüdődepozíciós eredmények között .
2. Alkalmazott  anyagok
Az experimentális munka során ciprofl oxacin-
hidroklorid (Cip-HCl) (Teva Gyógyszergyár Zrt., 
Debrecen, Magyarország) tartalmú összetételeket 
állított unk elő pulmonális gyógyszerbevitel céljá-
ból. A Cip-HCl hatástanilag a fl uorokinolinok cso-
portjába tartozó antibiotikum. Hatását a DNS 
giráz enzim és a topoizomeráz IV gátlásával éri el. 
Hatásos Gram pozitív baktériumok, pl. Staphylo-
coccus, Bacillus fajok és a legtöbb Gram negatív 
mikroorganizmus, pl. Pseudomonas fajok ellen is. 
Kutatócsoportunkban, illetve nemzetközi szinten 
is fejlesztés alatt  állnak ciprofl oxacin alapú DPI ké-
szítmények cisztás fi brózisban szenvedő betegek 
krónikus tüdőfertőzésének kezelésére [4, 5].
Nagyméretű hordozóként α-laktóz-monohidrátot 
alkalmaztunk. Gyári készítmények vonatkozásá-
ban – egy-két kivételtől eltekintve – csak laktóz fel-
használásával előállított  hordozó alapú forgalma-
zott  készítményekkel találkozhatunk [1]. Felhasz-
nálhatóságát alátámasztott a, hogy orális készítmé-
nyek segédanyagaként már régóta használt, tehát 
biztonságos és megfelelő stabilitási profi llal rendel-
kezik. A legnagyobb százalékban a szájüregben és 
a torokban deponálódik nagy mérete révén. A 
nyálban jelenlevő bakteriális enzimek által hidro li-
zálódik vagy lenyelés esetén a bél enzimjei meta-
bolizálják. A tüdőbe lejutott  laktóz szemcsék gyor-
san felszívódnak, majd metaboli zálódnak, végül a 
vizelett el ürülnek [6]. Az általunk felhasznált 
Inhalac® 70 (IH 70) (MEGGLE Group, Wasserburg, 
Németország) magas minőségű, megfelelő mikro-
biológiai tisztaságú kritályos laktóz, amely kifeje-
zett en DPI-ok segédanyagaként használatos [7].
A nagyméretű hordozó felületének kezeléséhez 
magnézium-sztearátot (MgSt) (Sigma-Aldrich Kft., 
Budapest, Magyarország) vett ünk igénybe. Szi-
lárd gyógyszerformák esetében (pl. tablett ák) lub-
rikánsként/kenőanyagként/; glidánsként és anti-
ad hezív tulajdonsága révén széles körben alkal-
mazott  segédanyag. Tanulmányok bebizonyítot-
ták, hogy száraz porinhalációs készítményekben 
is van segédanyagként létjogusultsága. Hordozó 
alapú DPI termékekben hozzájárul a por áramlá-
sának javulásához, az interpartikuláris kölcsön-
hatásokat kedvezően befolyásolja, illetve elősegíti 
a farmakon szemcsék felszabadulását és diszper-
zióját a nagyméretű hordozó felületéről. Továbbá 
az is bebizonyosodott , hogy magas páratartalom 
esetén javítja a DPI készítmény nedvességgel 
szembeni ellenállását [8]. A tüdő mélyebb szeg-
menseibe csak jelentéktelen mennyiségű magné-
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zium-sztearát jut le, amely nem jár negatív hatá-
sokkal [9]. A fentebb említett  kedvező tulajdonsá-
gai révén a magnézium-sztearát felhasználását se-
gédanyagként jóváhagyták inhalációs terápiában 
való alkalmazásra [10]. A Magyarországon forgal-
mazott  DPI-ok közül az Anoro® (Glaxo Group 
Ltd.), a Foster® Nexthaler® (Chiesi Pharma ceu ticals 
GmbH), az Incruse® (Glaxo Group Ltd.), a Relvar® 
Ellipta® (Glaxo Group Ltd.), a Seebri® Breezhaler® 
(Novartis Europharm Ltd.) és az Ultibro® 
Breezhaler® (Novartis Europharm Ltd.) inhalá ciós 
porok tartalmaznak magnézium-sztea rátot [11]. A 
megnevezett  készítményeket mind az utóbbi öt 
évben engedélyezték [12].
3. Minták előállítása
Porlasztva szárítás
A porlasztva szárítás – mint hatóanyag mikro-
nizálási módszer – DPI rendszerek előállítása so-
rán széles körben alkalmazott  technológiai eljárás. 
Alkalmazásával javulnak a részecskék aerodina-
mikai tulajdonságai, pl. alacsonyabb sűrűség, po-
rózusabb szerkezet, megváltozott  morfológia jel-
lemzi őket, a kiindulási szemcsékhez képest [13].
Újszerű formulálás kivitelezéséhez (porlasztva 
szárított  hatóanyag alkalmazása nagyméretű hor-
dozó felületén) először a ciprofl oxacin-hidro-
klorid, mint vízoldékony só porlasztva szárítására 
volt szükség. Az adott  hatóanyag 0,50 g-ját 89,5 g 
desztillált víz és 10,0 g 96%-os etanol elegyében ol-
dott unk, ezáltal szem előtt  tartva, hogy az etanol 
előnyösen befolyásolja a termékek aerodinamiká-
ját. A porlasztva szárítás során fúvókás (pneu-
matikus) porlasztva szárító berendezést (Büchi 
Mini Spray Dryer B-191) vett ünk igénybe. Kutató-
csoportunk korábbi kutatási eredményei alapján 
az alábbi főbb beállítási paramétereket alkalmaz-
tuk a porlasztva szárítás megvalósítására: a szárító 
levegő beállított  hőmérséklete (Tin) 140 °C. A kime-
nő hőmérséklet (Tout) 78 °C, ami a ciprofl oxacin-
hidroklorid olvadáspontja alatt  van. A szárító leve-
gő áramlásának erőssége (Asp.) 75%, a mintaada-
goló pumpa fordulatszáma (Pump.) 005%, a sűrí-
tett  levegő áramlási sebessége (Air fl ow) 600 l/óra. 
Ezen paraméterek befolyásoló hatással bírnak a 
porlasztás során kialakuló részecskék méretére, 
morfológiájára, a szemcseméret eloszlására, a 
szem csék porozitására és nedvességtartalmára is.
Turbula-keverés
Turbula-keverő alkalmazásá-
val alakított uk ki a nagymére-
tű hordozóból (IH 70) és a por-
lasztva-szárított  hatóanyagból 
(Cip-HCl-spd) álló innovatív 
formulálásnak számító inter-
aktív fi zikai keveréket. Előállí-
tott uk az említett  formuláció 
olyan változatát is, ahol a hor-
dozót előzetesen magnézium-
sztea rátt al (MgSt) felületkezel-
tük. A megfelelő szemcsemé-
ret (mik ro ni zált) alkalmazása 
céljából szitált (25 mikrométer 
fonalközi távolság), kristályos 
cip rofl o xa cin-hidro klorid (Cip.
HCl-szitált) felhasználásával 
pedig azonos előállítási para-
méterek használatával készí-
tett ünk a kiértékelés során re-
ferenciaként alkalmazott  min-
tákat (1. ábra). 
A termékek előállítási pa-
ramétereit irodalmi adatok 
alapján defi niáltuk, így a hor-
dozó-hatóanyag tömegarány 
1. ábra: A gyári hagyományos előállításnak megfelelő (bal) és módosított  habitusú 
(jobb) hatóanyag DPI formulálása
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minden esetben 10 az 1-hez [14] volt. A hordozó 
előzetes felületkezelése 4 órás Turbula-keveréssel 
[15] történt a termékre vonatkoztatott  2% m/m 
magnézium-sztearát [16] alkalmazásával. A ható-
anyag tartalmú interaktív fi zikai keverékek előál-
lítása fél óra turbulázást igényelt [17]. Az I. táblá-
zatban kerülnek feltüntetésre a kísérletek során 
vizsgált mintáink összetételei.
4. Vizsgálati módszerek
Részecske méret, morfológia
Malvern Mastersizer 2000 Scirocco (Malvern Inst-
ruments Ltd., Worcestershire, UK) berendezéssel 
vizsgáltuk a felhasznált ható- és segédanyagok, il-
letve a porlasztva szárított  hatóanyag szemcsemé-
retét. Porok mérése révén száraz feltétet alkalmaz-
tunk. A készülék a porokat (megközelítőleg 0,5 g 
tömegű mintákat) a levegőben aeroszollá alakítja 
2,0 bar nyomáson. Az elvégzett  szemcseméret 
meghatározást követően megszerkeszthető a 
szem cse méret-megoszlási görbe és a granulo met-
riai (összeggörbe) is. A minták jellemző paraméte-
rei a fentebb említett  görbék alapján megadható-
ak, azaz D[0.1], D[0.5], D[0.9] az a méret (μm), 
amelynél a részecskék 10%-a, 50%-a, 90%-a kisebb.
Pásztázó elektronmikroszkóp (Hitachi S-4700, 
Hitachi Scientifi c Ltd., Japán) alkalmazásával ha-
tároztuk meg a részecskék habitusát és morfológi-
áját. Arany-palládiummal (Bio-Rad SC 502, VG 
Microtech, Anglia) vontuk be a vizsgált szemcsé-
ket, majd 1,3-13 mPa nyomású levegőt vett ünk 
igénybe, a minták felületén elektromos vezetés ki-
alakítása céljából.
Szerkezeti vizsgálatok
A fi zikai sajátságok és a kristályos jelleg jellemzé-
sére porröntgen diﬀ rakciós (XRPD, X-ray powder 
diﬀ raction) vizsgálatokat alkalmaztunk. Ezen tu-
lajdonságok mérésére Bruker D8 Advance dif-
frakto métert (Bruker AXS GmbH., Karlsruhe, Né-
metország) használtunk. A sugárforrás: Cu KλI 
sugárzás (λ = 1,5406 Å). Egységesen 40 kV feszült-
ségen és 15 mA áramerősségen történt a beolvasás 
3°-tól 40°-ig (2Θ), a szkennelési sebesség 0,1°/min, 
lépésköz pedig 0,01°. A röntgen kalibrálását szilíci-
um koronggal végeztük. Eredményeink kiértékelé-
sére DIFFRACT plus EVA szoftvert használtunk. A 
diﬀ raktogramokat Kα2-vel korrigáltuk, simított uk 
és alapvonal-korrekció elvégzése után értékeltük.
A termoanalitikai méréseket Mett ler Toledo 
STARe készülék (Mett ler Inc., Schwerzenbach, Svájc) 
segítségével végeztük. A diﬀ erenciális pásztázó ka-
lorimetria (DSC) méréseket argon gáz áramoltatásá-
val (10 l/óra), 2-4 mg-os mintával 25-350 °C között , 
10 °C/perc fűtési sebességgel hajtott uk végre.
Nedvesedési peremszög meghatározása és a belőle 
számolt összefüggések
A nedvesedési peremszög meghatározását OCA 
cseppkontúr analizáló készülékkel (Dataphysics 
OCA 20, Dataphysics Instruments GmbH, Német-
ország) végeztük. Alapanyagok és termékek ese-
tén is 0,10 g-ot kimérve pasztillát préseltünk 1 ton-
na préserővel, Specac (Specac Inc., USA) hidrauli-
kus prést alkalmazva. Minden vizsgált mintából 
hat préselményt készített ünk. Ebből három pasz-
tilla felületére 4,8 μl desztillált vizet (poláris folya-
dékként) és a másik háromra pedig 2 μl dijód-
metánt (diszperziós folyadékként) cseppentett ünk. 
Így mintánként három párhuzamos vizsgálat 
alapján kaptuk meg a nedvesedési peremszöget a 
két eltérő folyadék esetén. A cseppentéssel meg-
egyező időben a készülék segítségével másodper-
cenként felvételt készített ünk 1-25 másodperces 
időintervallumban, így vált lehetővé a peremszög 
változásának detektálása, illetve meghatározása.
Wu módszere, egyenlete által válik lehetővé két 
eltérő folyadékban, esetünkben desztillált vízben és 
dijódmetánban detektált nedvesedési peremszög 
(Θ) alkalmazásával a minták határfelületi/felületi 
I. táblázat
Vizsgált mintáink összetétele tömeg alapján
Minták Cip-HCl-szitált Cip-HCl-spd IH 70 MgSt
Cip-HCl-szitált X - - -
Cip-HCl-szitált+IH70 0,2 g - 2,0 g -
Cip-HCl-szitált+(IH70+MgSt) - 0,2 g 1,956 g 0,044 g
Cip-HCl-spd - X - -
Cip-HCl-spd+IH70 - 0,2 g 2,0 g -
Cip-HCl-spd+(IH70+MgSt) - 0,2 g 1,956 g 0,044 g
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szabadenergiájának (γs) kiszámolása. Az anyag felü-
leti szabadenergiája (γs) defi níció szerint az a sza-
badenergia változás, amely a felület egy egységnyi 
növelésekor bekövetkezik. Ez két részből tevődik 
össze: egy diszperziós részből (γsd) és egy poláris 
részből (γsp), ezáltal (γs = γsd + γsp). A folyadékok felüle-
ti feszültsége (γl = γld + γlp). ) irodalmi adatok alapján 
ismert, desztillált víz esetében γld = 21,8 mN/m,  γlp= 
51,0 mN/m, így γl = 72,8 mN/m. Dijódmetán vonat-
kozásában γld  = 50,8 mN/m, γlp = 0 mN/m, ezáltal γl = 
50,8 mN/m. A Wu egyenletben ennek következté-
ben már csak két ismeretlen marad: a vizsgált szi-
lárd anyag diszperziós γsd, illetve poláris kompo-
nense (γsp). Ezek kifejezhetőek két egyenletből, azaz 
a Wu egyenletbe behelyett esítjük a desztillált víz-
ben mért peremszög értéket és a desztillált víz iro-
dalmi adatait, a másik egyenletbe pedig ugyanezt 
elvégezve a dijódmetán esetén [18-20].
Wu egyenlete a következő [18]:
ahol Θ = a nedvesedési peremszög; γ = határfelüle-
ti feszültség; s = szilárd fázis; l = folyékony fázis; d 
= diszperziós komponens; p = poláris komponens
A felületi szabadenergia (γs) és a poláris kompo-
nens (γsp) ismeretében kiszámolható a minták pola-
ritása az alábbi összefüggés szerint [20]: 
(γsp / γs)*100
A kohéziós munka (Wc) egyszerűen számolható a 
felületi szabadenergia (γs) kétszereseként [20]:
Wc = 2* (γs) 
A két különböző anyag (képletben 1-es és 2-es szá-
mokkal jelölve) között  értelmezhető adhéziós 
munka (Wa) meghatározható az eddig kiszámolt, 
anyagra jellemző diszperziós (γsd), illetve poláris 
komponens (γsp) értékekből, melyek jelen képlet 
esetén γp-nek, illetve γ d-nek felelnek meg [20].
Az adhéziós erő (Fadh) meghatározására több mo-
dell is ismeretes, jelen munkánk során a 
Derjaguin-féle megközelítést vett ük igénybe, mely 
a gyógyszertechnológiában rendszerint alkalma-
zott  [18]:
ahol RA és RB az A és B részecske sugara, melyek 
között i adhéziós kölcsönhatást vizsgáljuk. R mére-
tét felhasznált alapanyagonként a szemcseméret-
analízis során meghatározott  D[0.5] érték feleként 
határoztuk meg.
A szétt erülési együtt ható (S12) azt mutatja meg, 
hogy az egyik anyag (1) a másik anyag felületén 
(2) mekkora valószínűséggel terül szét. Fordított  
esetben is kiszámolható. Kétkomponensű rendsze-
rek során az eloszlás jellemzésére szolgál. Ez egy 
dimenzió nélküli szám. Energetikailag kedvező a 
szétt erülés, amennyiben pozitív értékű az együtt -
ható, illetve minél nagyobb ez a szám, annál ked-
vezőbb szétt erülést jelez. Esetünkben a hatóanyag 
szétt erülését tudjuk jellemezni a nagyméretű hor-
dozó felületén. Az együtt ható, illetve fordított  ese-
te az alábbi képlett ekkel számolhatóak ki [18, 20]:
ahol γ d a felületi szabadenergia diszperziós része, 
a γ p a felületi szabadenergia poláris része és γ  a 
teljes felületi szabadenergiája annak a komponens-
nek, amelynek szétt erülését vizsgáljuk a másik 
komponensen.
In vitro aerodinamikai vizsgálat
Minták aerodinamikai paramétereinek (FPF, 
MMAD) meghatározására (részletezve 5. pontban) a 
Copley cég (Copley Scientifi c Ltd., Nott ingham, 
Egyesült Királyság) által forgalmazott  Andersen-fé-
le kaszkádimpaktort (ACI, Andersen Cascade 
Impactor) (2. ábra) vett ük igénybe. Ez a tüdőmodell 
a VIII. Magyar Gyógyszerkönyvben hivatalos („D” 
készülék). Az ACI nyolc különböző, lefelé haladva 
csökkenő pórusátmérőjű szintt el rendelkezik és az 
azokon elhelyezkedő felfogó tálcákkal (2. ábra). Ez-
zel modellezve a tüdő egyre kisebb átmérőjű gene-
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rációit. Az ACI-ban a vákuum-pumpa által generált, 
belégzést modellező levegő a készülékben szinten-
ként nekiütközik a szinthez tartozó felfogótálcának. 
A tálca és a készülék fala közti résen a levegő len-
tebb halad a soron levő szintre, minden szintlépés 
során a levegő 180-os fordulatot ír le [21, 22].
A kísérleteink során a mintákat speciális ke-
mény zselatin kapszulába (transzparens, 3-as mé-
ret, Capsugel, Németország) mértük be [24]. A 
pulmonális hatóanyag bevitel esetén a farma-
konok alacsonyabb dózisának alkalmazása ele-
gendő az orális dózishoz képest, pontosabban egy 
tizedét alkalmazzák. Például szalbutamol esetén 
az orális dózis 2-4 mg felnőtt ek esetén, miközben 
az inhalációs dózis 200 μg [25]. Ebből adódóan a 
kapszulákba töltött  mennyiségeket úgy határoz-
tuk meg, hogy esetünkben termékenként a ható-
anyag tartalom 10 mg [4] legyen. Ez a tömeg felel 
meg a ciprofl oxacin orális dózis érték tizedének. 
Teszteléseink alkalmával Breezhaler® típusú inha-
látort vett ünk igénybe. Ebbe az eszközbe helyez-
tük a már megtöltött  kapszulát, majd egy határo-
zott  mozdulatt al a készülékbe épített  tű segítségé-
vel lyukasztott uk ki azt. Így vált lehetővé a minta 
beinhaláltatása a tüdőmodellbe. A mérések alkal-
mával 60 l/perc-es áramlási sebességet és 4 másod-
perces belégzési időtartamot állított unk be in vitro 
tüdődepozíciós vizsgálataink során. Minden 
egyes vizsgálat előtt  az ACI felfogótálcáit felület-
aktív anyaggal vontuk be (Spam 80+ciklo hexán ol-
dat 1+99 tömegarányú elegyével), így lehetséges a 
többszöri beinhaláltatás a kaszkád impaktorba 
anélkül, hogy a már a tálcákra előzetesen kitapadt 
részecskék lesodródnának [26]. Az ACI szintjeire 
kitapadt por mennyiségek ismeretében Kaleida 
Graph kiértékelő program alkalmazásával hatá-
roztuk meg a számunkra fontos információt jelen-
tő FPF és MMAD értékeket. 
5. Eredmények értékelése
Részecske méret, morfológia
A szemcseméret analízis során D[0.5] (medián) ér-
ték meghatározása volt fontos számunkra, amely 
alapján értékelni tudtuk azt, hogy az alkalmazott  
kiindulási hatóanyagok és a porlasztva szárított 
minta inhalációs alkalmazásra megfelelő méret-
tartományban helyezkednek-e el. Továbbá D [0.5] 
érték feleként meghatároztuk az R (sugár) értékét 
a felhasznált anyagok vonatkozásában, amelynek 
ismeretére az adhéziós erő (Fadh) kiszámításához 
elengedhetetlen.
A II. táblázatban feltüntetett  eredmények alap-
ján megállapítható, hogy a kezeletlen Cip-HCl, 
amelyből Cip-spd-t porlasztva szárítással készítet-
tük nem felel meg az inhalációs terápia szempont-
jából ajánlott  (~1-5 μm-es) mérett artománynak. A 
referenciaként vizsgált, szemcseméret optimalizá-
lás céljából szitált hatóanyag (Cip-HCl-szitált) és a 
fejlesztés középpontjában álló minták alapjául szol-
gáló Cip-HCl-spd átlagos mérete már a követelmé-
nyekhez igazodik. A szemcseméret-analízis is alá-
támasztja az IH 70 nagyméretű hordozó mivoltát.
A pásztázó elektronmikroszkópos (SEM) felvé-
telek révén a kiindulási anya-
gok morfológiáját és habitu-
sát tanulmányoztuk, a termé-
kek vonatkozásában pedig a 
hatóanyag hordozó felületén 
való eloszlatott ságáról szerez-
tünk ismereteket, illetve az 
egyedi részecskék szemcse-
méretéről is további informá-
ciókat nyer tünk.
A SEM felvételek (3. ábra) 
alapján megállapítható, hogy 
a kezeletlen Cip-HCl (A) ese-
tén változatos alakú, egyenet-
len felszínű kristályokról be-
II. táblázat
Részecskeméretek (medián) és a belőlük számolt 
sugár értékek
Vizsgált anyagok D [0.5] (μm) R (μm)
Kezeletlen Cip-HCl 10,51 5,26
Cip-HCl-szitált 5,09 2,54
Cip-HCl-spd 1,94 0,97
IH70 215,00 107,50
MgSt 6,92 3,46
IH70+MgSt 174,32 87,16
2. ábra: Az ACI szintjei, mérett artományok és az áramlás szemléltetése [21, 23]
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szélhetünk, amelyek pulmo nális alkalmazásra 
nem megfelelő méretűek. Ezzel szemben a Cip-
HCl-spd (B) mélyedéseket tartalmazó, szférikus 
morfológiájú, homo diszperz minta. Az IH 70 (C) 
vonatkozásában nagyméretű, sima felszínű, hasáb 
alakú, közel romboéder formájú szemcséket lá-
tunk. 
Elektronmikroszkópos felvételeket készített ünk 
(4. ábra) annak céljából is, hogy tanulmányozzuk, 
milyen módon befolyásolja a magnézium-sztearát 
a hordozó felszínét és ezáltal a szerepét a for mu-
lálásban. Jelentős különbséget tapasztaltunk a 
porlasztva szárított , szférikus morfológiájú ható-
anyag hordozóhoz kötődése kapcsán, mivel felü-
letmódosítás nélkül (A) egyenletes eloszlást, míg 
felületkezelés estében (B) bizonyos mértékű ható-
anyag koncentrálódást tapasztaltunk.
Megállapított uk, hogy a magnézium-sztearát a 
hordozó aktív helyeit betöltve módosított a a ha-
tóanyag hordozó felületén való elterülését és ez-
által feltételezhetően az interpartikuláris köl-
csönhatásokat is befolyásolhatja. Véleményünk 
szerint hatással van a nagyméretű hordozó felü-
letének porozitására is. Felületmódosítás nélkül 
(A) mikropórusos (pórusátmérő 1-10 μm), felü-
letkezelés esetén (B) makro-
pórusos (pórusátmérő 10 μm 
felett i) az alkalmazott  hordo-
zó felülete. Ez is magyaráza-
tul szolgál a tapasztalt eltérő 
hatóanyag elterülés jelensé-
gére [1].
Szerkezeti vizsgálatok
A porröntgen (XRPD) és termoanalitikai (DSC) 
vizsgálatok elvégzésével a termékek előállításá-
nál alkalmazott  kezeletlen Cip-HCl és a porlaszt-
va szárított  hatóanyag (Cip-HCl-spd) szerkezeté-
ről és kristályosságának állapotáról szereztünk 
hasznos információkat. Az alkalmazott  ható-
anyagok szerkezetének ismerete meghatározó le-
het az aerodinamikai viselkedés, a hatáskifejtés, 
a segédanyaggal való kompatibilitás, a gyógy-
szerforma stabilitása szempontjából is.
Az XRPD eredmények alapján (5. ábra) a keze-
letlen Cip-HCl kristályos jellege alátámasztható. 
A kezeletlen Cip-HCl XRPD diﬀ raktogramja szá-
mos jellemző csúcsintenzitást mutat, amelyek 
nagyfokú kristályosságot jelentenek, a legmaga-
sabb intenzitású csúcs 9,09 2-theta értékeknél 
volt detektálható. Cip-HCl-spd esetén nem fi -
gyelhetünk meg csúcsokat a porröntgen vizsgá-
lat vonatkozásában, amely következtében megál-
lapítható a porlasztva szárított  hatóanyag amorf 
jellege.
A DSC görbék (5. ábra) tanulmányozása alap-
ján elmondható, hogy a kezeletlen Cip-HCl eseté-
ben részleges amorf sajátság fi gyelhető meg. Elő-
ször átkristályosodást látunk a termoanalitikai 
görbén, majd 322,68 °C -nál olvadáspontot detek-
táltunk, amelyet endoterm csúcs jelez. Ez megfelel 
a ciprofl oxacin-hidroklorid szakirodalomban do-
kumentált olvadáspontjának [27]. A teljesen amorf 
anyagoknál nem olvadáspontról, hanem üvegese-
dési hőmérsékletről beszélhetünk, amely egy el-
nyújtott  hőmérsékleti tartomány, amelyen belül az 
anyag ellágyul. Cip-HCl-spd esetén a DSC görbén 
az amorf sajátságnak megfelelően hő hatására lá-
gyulást tapasztaltunk, majd az amorf forma 
rekrisztallizálódott  200,63 °C-nál és ennek az újra-
kristályosodott  formának az olvadáspontját detek-
táltuk 320,24 °C-nál. Az amorfi zálás jelensége a 
porlasztva szárításból adódik. Tehát az XRPD és 
DSC vizsgálatok során tapasztaltak egyértelműen 
alátámasztják a kezeletlen Cip-HCl kristályos, 
esetleg részlegesan amorf és a Cip-HCl-spd amorf 
jellegét.
4. ábra: Cip-HCl-spd+IH 70 (A) és Cip-HCl-
spd+(IH70+MgSt) (B) elektronmikroszkópos felvétele, 
illetve a hordozó felületi porozitásának és a hatóanyag 
hordozón való elterülésének sematikus ábrája
3. ábra: Kezeletlen Cip-HCl (A), Cip-HCl-spd (B) és IH70 (C) 
elektronmikroszkópos felvétele
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Nedvesedési peremszög meghatározása és a belőle 
számolt összefüggések
A 4. pontban részletezett  eljárással detektáltuk az 
alapanyagok nedvesedési peremszögeit (III. táblá-
zat) desztillált víz és dijódmetán felhasználása ese-
tén is. A kapott  értékekből a már korábban ismerte-
tett  összefüggésekkel meghatároztuk az anyagok 
felületi szabadenergiájának (γs) diszperziós (γsd) és 
poláris részét (γsp). Összegükből pedig kifejeztük a 
felületi szabadenergiájukat (γs). Ezekből az értékék-
ből kiszámoltuk az anyagokra jellemző polaritást és 
az azonos anyagi minőséggel rendelkező szemcsék 
között  értelmezhető kohéziós munkát (Wc). A III. 
táblázat alapján elmondható, hogy a legnagyobb 
polaritási értékeket a kristályos Cip-HCl-szitált ha-
tóanyag esetén kaptuk. A magnézium-sztearátt al 
turbu lázott  hordozó vonatkozásában pedig csök-
kent a minta polaritása. A kohéziós munkák (Wc) 
eredményeinek ismeretében kijelenthető, hogy Cip-
HCl-spd esetén ezen érték nagyságrendileg meg-
egyezik a kiindulási kristályos formáéval, valame-
lyest csökkent értéket kaptunk. 
Magnézium-szte arát ese tén ka-
pott  alacsony polaritási érték 
alátámasztja, hogy magas pá-
ratartalom esetén tényleg javít-
hatja a DPI készítmény ned-
vességgel szembeni ellenállá-
sát, ezáltal stabilitását is.
A 4. pontban leírtak alap-
ján meghatároztuk a tur bu-
lázott  termékek esetén fellépő 
adhéziós munkát és erőt, il-
letve a rájuk jellemző szétt e-
rülési együtt hatót (IV. táblá-
zat). Azt látjuk, hogy a por-
lasztva szárított  farma kont 
(Cip-HCl-spd) tartalmazó ter-
mékeknél jelentkező adhéziós 
erő számott evően kisebb, 
megközelítőleg harmada, 
mint a szemcseméret optima-
lizálás céljából szitált, kristá-
lyos ciprofl oxacin-hidro klori-
dot (Cip-HCl-szitált) tartal-
mazó minták esetén. Megálla-
pítható, hogy a magnézium-
sztearát (MgSt) csökkentett e 
az adhéziós munkát és erőt 
(antiadhezív segédanyag). 
Továbbá a negatív számérték-
ből adódóan a hatóanyag 
szétt erülését a hordozó felületén kedvezőtlenebbé 
teszi, amelyet a Cip-HCl-spd+ (IH70+MgSt) elekt-
ronmikroszkópos felvétele is alátámasztott  már.
Az eddig ismertetett  adatok alapján az alábbi következ-
tetések vonhatóak le:
 – Abban az esetben, ha a hatóanyag összetapadás-
ra is hajlamos, tehát jelentős kohéziós munka jel-
lemzi, de az adhéziós értékei hordozóval vizs-
gálva viszonylag alacsonyak, javasolt lehet ilyen 
sajátságú farmakon (pl. Cip-HCl-spd) esetén 
hordozó alkalmazása az inhalációs terápiában. 
Úgy véljük ilyen esetben a hordozó segíti, hogy 
a hatóanyag ne tapadjon össze, de az alacsony 
adhéziós paraméterek miatt  inhaláció során 
könnyen leszakad a farmakon a hordozó felüle-
téről.
 – Viszont ezzel ellentétben, ha az adhézió erős a 
hatóanyag-hordozó interaktív fi zikai keveréké-
ben, akkor a hordozóra rátapad erősen a ható-
anyag, így alapvetően nem segíthet hordozó al-
kalmazása magas kohezív sajátságok esetén 
sem (Cip-HCl-szitált).
5. ábra: Kezeletlen Cip-HCl és Cip-HCl-spd XRPD valamint DSC görbéi
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 – Magnézium-sztearátot tartalmazó minta esetén 
csökkent a polaritás, az adhéziós munka és az 
adhéziós erő is, a szétt erülés kedvezőtlenebbé 
vált. Ebből arra következtetünk, hogy az 
interpartikuláris kölcsönhatások módosultak, a 
hatóanyag könnyebben leválhat a hordozó fel-
színéről inhaláció során és javul a nedvességgel 
szembeni ellenállása a készítménynek.
Ezek alapján az in vitro tüdődepozíció során az 
alábbiakat várjuk:
 – A porlasztva szárított  hatóanyag (Cip-HCl-spd) 
esetében a jelentős kohéziós munka mellett  ala-
csony adhéziós tulajdonság fi gyelhető meg, így 
hordozó alkalmazása javíthatja a tüdő depo-
zíciót.
 – A szemcseméret optimalizálás céljából szitált, 
kristályos ciprofl oxacin-hidrokloridot (Cip-HCl-
szitált) a porlasztott  hatóanyaghoz (Cip-HCl-
spd) képest magasabb kohéziós tulajdonság jel-
lemzi, sőt az adhéziós értékei is jóval magasab-
bak, (ezáltal a hatóanyag szemcsék összetapa-
dása is jelentős, viszont a hordozó és a ható-
anyag között  szintén erős a kölcsönhatás), így a 
hordozó alkalmazása nem segítheti elő a tüdő-
depozíciós eredmények javulását.
 – Magnézium-sztearát igénybe vétele a formulá-
lás során pedig várhatóan további tüdődepo-
zíciós javulást eredményez.
In vitro aerodinamikai vizsgálat
Az Andersen-féle kaszkádimpaktor segítségével 
tanulmányoztuk a minták aerodinamikai viselke-
dését a következő paraméterek (FPF, fi ne particle 
fraction és MMAD, mass median aerodinamic 
diameter) meghatározásával. A tálcákon kitapadt 
hatóanyag mennyiségének ismeretében (UV-VIS 
spektroszkópia) Kaleida Graph kiértékelő program 
alkalmazásával számított uk ki e paramétereket. A 
fi nom részecske frakció (FPF) a kaszkád impaktor 
2-5. szintjein kitapadt (1,1-5,7 μm-es) szemcsék szá-
zalékos összetételét fejezi ki, ez a szemcseméret 
tartomány az ideális tüdődepozíció vonatkozásá-
ban. Az MMAD a részecskék valós-, belégzés so-
rán kialakuló átlagos aerodinamikai átmérője. Az 
emitt ált dózis (ED) az inhaláció során a kapszulá-
ból felszabaduló hatóanyag mennyige, százalék-
ban kifejezve. Ezt úgy határoztuk meg, hogy a 
minták kapszulába bemérésekor feljegyeztük a 
kapszulák üres és töltött  tömegét, majd az Ander-
sen-féle kaszkádimpaktoros kísérletet elvégezve a 
kapszulákat visszamértük. A kiszámolt eredmé-
nyeket az alábbi táblázatban tüntett ük fel:
Az aerodinamikai vizsgálatok eredményei alapján (V. 
táblázat) a következő megállapításokat fogalmaztuk meg:
 – A tüdődepozíció (FPF) vonatkozásában Cip-HCl-spd 
esetén hordozó alkalmazásával javulást értünk el. Ez-
III. táblázat
Nedvesedési peremszög desztillált víz és dijódmetán esetén, felületi szabadenergia és komponensei, illetve polaritás és kohéziós munka
Minták Θvíz [°] Θdijódmetán [°] (γsd) [mN/m] (γsp) [mN/m]
(γs)
[mN/m]
Polaritás 
[%]
Wc 
[mN/m]
Cip-HCl-szitált 10,70 14,40 44,37 36,43 80,80 45,09 161,6
Cip-HCl-spd 54,20 29,00 40,44 20,09 60,53 33,19 121,06
IH70 3,30 6,00 45,58 36,88 82,46 44,72 164,92
IH70+MgSt 64,60 62,00 26,07 19,22 45,29 42,44 -
MgSt 102,63 68,64 24,33 2,64 26,96 9,79 53,92
IV. táblázat 
Turbulázott  termékeinkben fellépő adhéziós munka és adhéziós erő, valamint a szétt erülési együtt ható
Termékek Wa [mN/m] Fadh [mN] S21
Cip-HCl-szitált+IH70 108,26 1,690*10-3 1,64
Cip-HCl-szitált+(IH70+MgSt) 78,27 1,216*10-3 -45,59
Cip-HCl-spd+IH70 98,72 0,596*10-3 16,67
Cip-HCl-spd+(IH70+MgSt) 73,23 0,440*10-3 -18,36
V. táblázat 
FPF, MMAD és ED értékek
Vizsgált minták FPF (%) MMAD (μm) ED (%)
Cip-HCl-szitált 32,19 6,93 99,38
Cip-HCl-szitált+IH70 33,00 5,66 99,99
Cip-HCl-szitált+(IH70+MgSt) 32,87 4,91 99,75
Cip-HCl-spd 58,96 3,47 97,39
Cip-HCl-spd+IH70 62,42 3,23 99,87
Cip-HCl-spd+(IH70+MgSt) 74,40 2,45 99,41
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zel ellentétben a Cip-HCl-szitált esetén a hordozó je-
lenléte nem eredményezett  előrelépést. Cip-HCl-spd 
esetén a magnézium-sztearátot tartalmazó mintánál 
további jelentős FPF érték javulás látható.
 – Az átlagos aerodinamikai átmérő (MMAD) vonatkozásá-
ban leszögezhető, hogy fordított  arányosság fi gyelhető meg 
a szemcsék mérete és a depozíció hatékonysága között .
 – Az emitt ált dózis (ED) tekintetében látjuk, hogy a 
hordozó alapú rendszerek esetében inhaláció során 
kevesebb hatóanyag maradt a kapszulában.
 – A fi zikai-kémiai vizsgálatok alapján tett  következteté-
sek és általuk a tüdődepozíció során várt tendenciák, 
eredmények beigazolódtak az Andersen-féle kaszkád-
impaktor mérési eredményei alapján.
6. Összefoglalás, jövőkép
Célkitűzéseinknek megfelelően hordozó alapú 
DPI formulációkat állított unk elő és vizsgáltunk 
irodalmi adatok és a kutatócsoport eddigi tapasz-
talatai alapján adott  előállítási paraméterek alkal-
mazásával. Különbséget tapasztaltunk a ható-
anyag szemcsék méretében és morfológiájában 
szitált, mikro nizált és porlasztva szárított  farma-
kon vonatkozásában. Magnézium-sztearátt al felü-
letkezelést végeztünk, amely befolyásolta a ható-
anyag hordozón való eloszlását, ezáltal az inter-
partikuláris kölcsönhatásokat és javított a a tüdő-
depozíciós eredményeket is. Innovatív technológiá-
nak köszönhetően – azaz porlasztva szárított  hatóanyag 
alkalmazása hordozó felületén – sikerült fi gyelemre mél-
tó tüdődepozíciós eredményt (~FPF 75 %) elérnünk, 
amely messze túlszárnyalja a gyári készítményekét 
(~FPF 20-30 %) és felveheti a versenyt az új generációs 
DPI készítményekkel. Sőt interpartikulális kölcsönhatá-
sok vizsgálata révén összefüggést találtunk az interaktív 
fi zikai keverékek fi zikai-kémiai tulajdonságai és 
tüdődepozíciós eredményei között . Tervezzük a szem-
léltetésre került készítmények stabilitási és in silico 
tüdőmodellezési vizsgálatait.
7. Köszönetnyilvánítás
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 Hordozó alapú száraz porinhalációs rendszerek jellemzése 
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Summary
E. Benke, P. SzabÓ-Révész, R. Ambrus.: Characterization 
and development of carrier-based dry powder inhaler 
systems
Introduction: Today a number of possible options in relation 
to the formulation of a dry powder inhaler systems (DPIs) 
are published. Beside to the development of carrier-free (new 
ge neration) DPI formulations, the improvement of the tra-
ditional carrier-based DPI systems could be another focus of 
research. In these cases the type, size, shape and surface prop-
erties of carrier could be aﬀ ected the lung deposition results.
Aim: Our aims were to describe the specifi c factors in the cas-
es of carrier-based DPI systems aﬀ ecting the lung deposition; 
to introduce the possibilities for surface modifi cation and 
investigation methods for the characterization of the surface 
properties.
Method: In case of carrier-based formulation, the surface 
modifi cation of the carriers is currently the largest develop-
ment trend, namely by recrystallization of the carriers and 
their surface dissolution, fl uidized-bed coating and by me-
chanical dry coating creating. Investigation of the surface 
properties of the carriers could be by a variety of methods to 
present a wide-ranging information obtained from the carrier-
based DPI systems, thereby facilitating the development of 
these formulations. 
Results: Many possibilities of surface modifi cation of carriers 
and their lung deposition greatly improving eﬀ ectiveness has 
been confi rmed in many international publications. To achieve 
these results, the development testing methods of the surface 
properties of carrier to contribute.
Conclusion: During the development of interactive physical 
mixtures, optimization of parameters and understanding of 
an interparticulate interactions or rather applying this know-
ledge could help by the further improvement in pulmonary 
deposition.
Keywords: DPI, carrier-based formulation, interparticulate 
interactions, surface modifi cation of carriers
Összefoglalás
Bevezetés: Napjainkban a száraz porinhalációs rendsze-
rek (DPI, dry powder inhaler) formulálásával kapcsolatban 
számos megoldási lehetőséget közöltek. A hordozómentes (új 
generációs) DPI formulációk folyamatos fejlesztése mellett  a 
klasszikus, hordozó alapú DPI rendszerek korszerűsítése is 
újból a kutatások középpontjába került. Az utóbbi rendszerek 
esetében a hordozó típusa, mérete, alakja, illetve felületi saját-
ságai mind hatással vannak a tüdődepozíciós eredményekre.
Célkitűzés: Munkánk célja részletesen ismertetni a hordozó 
alapú DPI rendszerek esetében a tüdődepozíciót befolyásoló sa-
játságokat, tényezőket; a pulmonáris depozíciós eredményekre 
kedvező hatást gyakorló felületmódosítási lehetőségeket, illetve 
a felületek tulajdonságainak jellemzésére szolgáló vizsgáló-
módszereket.
Módszerek: A hordozó alapú formulálás esetén a hordozók 
felületének módosítása jelenti pillanatnyilag a legnagyobb fej-
lesztési irányvonalat, amelynek megvalósítása különféle mó-
dokon történhet, nevezetesen a hordozók átkristályosításával, 
felületük oldásával, fl uidizációs bevonással és mechanikus szá-
raz bevonat létrehozásával. A hordozók felületi sajátságainak 
vizsgálata többféle módszerrel kivitelezhető, amelyek együtt es 
alkalmazásával széleskörű információ nyerhető a hordozó ala-
pú DPI rendszerekről, ezáltal elősegítik e formulációk fejlesz-
tését.
Eredmények: A hordozók felületének számos módosítási le-
hetőségét és azok tüdődepozíciót javító eredményességét már 
sok nemzetközi közlemény alátámasztott a. Ezen eredmények 
eléréséhez a hordozók felületi sajátságait vizsgáló módszerek 
fejlődése is hozzájárul.
Következtetések: Az interaktív fi zikai keverékek terve-
zése során alkalmazott  paraméterek optimalizálása és az 
interpartikuláris kölcsönhatások megismerése, illetve ezen 
ismeretek alkalmazása a preformulálás folyamán további 
pulmonáris depozíció javulást vetítenek előre.
Kulcsszavak: száraz porinhalációs rendszerek, hordozó ala-
pú formulálás, interpartikuláris kölcsönhatások, hordozók 
felületmódosítása
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1. Bevezetés
A DPI rendszerek formulálásuk függvényében le-
hetnek hagyományos hordozó alapú, illetve hor-
dozómentes (új generációs) rendszerek. A forga-
lomban elérhető DPI-ok legnagyobb hányada 
klasszikus, hordozó alapú formulálással készül, 
amely során nagyméretű hordozó szemcse felüle-
tére viszik fel a hatóanyag részecskéket interaktív 
fi zikai keverék kialakításával [1]. A hordozók al-
kalmazása előnyt jelent azon hatóanyagoknál, 
amelyek erős kohezív tulajdonsággal rendelkez-
nek [2], javítja a készítmény folyási sajátságait, a 
kis mennyiségű hatóanyag dozírozhatósága pon-
tosítható, továbbá a hordozó íze megerősíti a be-
tegben a sikeres inhaláció tényét [3]. Azonban a 
gyári készítmények többsége még nem rendelke-
zik kiemelkedő tüdődepozíciós értékkel. E készít-
mények átlagosan 20-30 %-os fi nom részecske 
frakciós (FPF, fi ne particle fraction) eredmények-
kel bírnak, ami azt jelenti, hogy a hatóanyag ala-
csony százalékban éri el a tüdő mélyebb rétegeit 
[4]. Az 1. ábra szemlélteti azt, hogy a hordozó ala-
pú termékek esetén inhalálás során a készítmény 
nekiütközik az inhalátorba beépített  rácsba, amely 
segíti a hatóanyag leszakadását a hordozóról. A 
gyári hordozó alapú készítmények alacsony FPF 
eredményei is azzal magyarázhatóak, hogy a hor-
dozón maradt jelentős mennyiségű hatóanyag a 
felső légutakban kitapad, így nem jut el a tüdő kí-
vánt szegmenseibe. Az 5. pontban ismertetésre ke-
rülnek a hordozók felületmódosítási lehetőségeit, 
amelyek elősegítik a hatóanyag hordozóról törté-
nő leszakadását, így megoldást jelenthetnek az 
említett  problémára.
Az új generációs száraz porinhalációs rendsze-
rek esetén megfelelő segédanyagok és technológi-
ai megoldások felhasználásával a nagyméretű 
hordozó szemcsék alkalmazása kiküszöbölhetővé 
vált. Ilyen új formulálási lehetőségek közé tartoz-
nak (2. ábra): a bevonószer felhasználásával ké-
szült, réteges felépítésű bevont részecskék; az akár 
fél milliméteres nagyságot elérő 1-5 μm-es alkotó-
részek aggregációjának következtében kialakuló 
szferoidok; a kis sűrűségű és bemélyedt felszínnel 
rendelkező PulmoSol® szemcsék; a Technosphere® 
technológia, amely a diketopiperazin-fumarát mo-
lekulákból felépülő alapváz és az általuk bezárt 
hatóanyag molekulák rendszere. Továbbá az 
emulzióból előállított , üreges szerkezetű pórusos 
részecskék (LPP – large porous particles – és 
Pulmusphere®), illetve a nanotartományú ható-
anyag részecskékből álló mikroméretű szemcsék 
létrehozása (Trojan-részecskék) [1].
2. Hordozó típusa és habitusa
2.1 A hordozó típusa
A laktóz alapú DPI rendszereken túlmenően- egy-
két kivételtől eltekintve – hazai és nemzetközi 
szinten sem érhető még el más, hordozó alapú for-
galmazott  készítmény. A laktóz alkalmazása so-
rán viszont formoterollal, peptidekkel, fehérjékkel 
is interakció alakul ki. A laktóz-intoleranciával 
rendelkező betegeknél pedig nem egységesek a 
nézőpontok laktóz alapú DPI készítmények alkal-
mazhatóságával kapcsolatban. Szükségszerűvé 
vált tehát új, nagyméretű hordozók használható-
ságának vizsgálata DPI készítmények esetén. Az 
FDA (Food and Drug Administration) már enge-
délyezte glükóz-monohidrát és mannit esetében is 
a hordozóként való alkalmazást. A mannit hordo-
zóként és különálló DPI rendszerként is alkalmaz-
ható. Forgalomban van pulmonális diagnoszti-
kumként (AridolTM), illetve cisztás fi brózis és kró-
nikus bronchitis (BronchitolTM) kezelésére. A tre-
halóz, eritrit, szorbit, szacharóz, raﬃ  nóz-pentahid-
rát, maltit, maltóz, xilit, dextróz, ciklodextrinek 
esetében pedig vizsgálatok folynak, hogy hordo-
zóként alkalmazhatóak-e [5-
7].
A virágpor hatékony tüdő-
beli depozíciójából kiindulva 
már több közleményben be-
számoltak a pollen alakú ré-
szecskék pulmonális alkalma-
zási lehetőségéről. A szálas 
felületi morfológia jobb folyá-
si sajátságot és jobb disz-
pergálhatóságot kölcsönöz a 
szemcséknek, illetve az inter-
partikuláris kölcsönhatások is 1. ábra: A hatóanyag hordozóról történő leszakadása inhaláció során
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csökkennek. Pollen formájú hid ro xiapatit-szem-
csék száraz porinhalációs hordozóként való alkal-
mazhatóságának lehetőségét is tanulmányozták 
már. Budezoniddal hatóanyag- hordozó rendszert 
kialakítva nagyobb mértékű kötődést tapasztaltak, 
mint a korábbi laktóz alapú készítményeknél. Ez-
által feltételezhető, hogy ezen új típusú hordozó 
alkalmazásával javulnak az inhaláció hatékonysá-
gát jellemző paraméterek (hatóanyag- kibocsátás 
és a belélegezhető frakció) [6, 8].
2.2. A hordozó mérete
A különböző tanulmányokat átt ekintve az tapasz-
talható, hogy a hordozó szemcsék mérete vitás kér-
dést jelent. Egyes közlemények arról számolnak be, 
hogy a hordozók nagyságát csökkentve megnövelt 
belélegezhető frakció adódott , például szalbutamol-
szulfát, terbutalin és más hatóanyagok esetén is. A 
hordozók csökkentett  szemcseméretének (~50 μm) 
eredményeként turbulens áramlásban a nyíróhatás 
jelentősebb mértékű és a deaggregáció is eredmé-
nyesebb. A kisebb méretű hordozók viszont a szá-
raz porkészítmények folyási sajátságait kedvezőtle-
nül befolyásolhatják. Nagyméretű hordozók (~90 
μm-nél nagyobb) alkalmazása esetén a tüdő depo-
zíció mértéke nem törvényszerű, hogy csökkenjen 
[9].
2.3 A hordozó alakja
A hordozó szemcse és az al-
kalmazott  hatóanyag között 
kialakuló kölcsönhatások 
egyértelműen összefüggés-
ben állnak a hordozó morfo-
lógiájával. Az alak befolyását 
a diszperzitásra viszont még 
nem sikerült teljes mértékben 
tisztázni. Szabálytalan formá-
jú hordozók alkalmazása a 
legjellemzőbb. In vitro kísérle-
tek bizonyítják, hogy hosszú-
kás, tűszerű, porózus és rán-
cos alakú hordozók használa-
ta száraz porinhaláció során 
javítja a tüdődepozíciót. A 
fentebb ismertetett  pollen ala-
kú hidroxiapatit-hordozók 
ese tében a hatóanyag disz-
per gálhatósága növekedett 
például budezonid tekinteté-
ben [6, 9-11].
2.4. A hordozó felületi sajátságai
Számtalan tanulmány bebizonyított a, hogy a hor-
dozók felszínének morfológiája hatást gyakorol az 
alkalmazott  hatóanyag interpartikuláris adhézió-
jára. Az érdes hordozó felület nem kedvez a DPI 
rendszerek hatékonyságának, felületkezelés által 
pulmonális depozíció növekedést érhetünk el. 
Ezen módszereket az 5. pontban ismertetjük. Ki-
emelendő viszont, hogy a hatóanyag szemcséket a 
keverés alatt  érő erőhatásoktól némileg megkíméli 
a felület folytonosságának időközönkénti megsza-
kadása, illetve a hordozófelület egyenetlensége. 
Tehát a hordozó felszínének kialakítása során ne-
héz az egyensúly elérése, ami azt jelenti, hogy a 
kötőerők megfelelő nagyságúak legyenek a DPI 
készítmény előállíthatóságához és inhalációig a 
stabilitás biztosításához. Viszont olyan mértékűek 
se legyenek e kötőerők, hogy a hatóanyag részecs-
kék a hordozón maradjanak az inhalálás során [9]. 
A szakirodalomban a nagyméretű hordozók felü-
letének porozitását három csoportra osztják a pó-
rusok átmérője szerint. Ezáltal megkülönböztet-
nek nanopórusos (pórusátmérő 1 μm alatt i), mik-
ropórusos (pórusátmérő 1-10 μm) és makro póru-
sos (pórusátmérő 10 μm felett i) felületű hordozó-
3. ábra: A hordozó felszínek csoportosítása a pórusok átmérője szerint
2. ábra: A hordozómentes formulálás morfológiai változatosságának szemléltetése:
a) bevont részecske, b) szferoid, c) PulmoSol® szemcse, d) Technosphere® szerkezet, 
e) pórusos szemcse, f) Trojan-részecske [1]
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kat (3. ábra). A nano pórusos hordozófelszín ese-
tén a hatóanyag könnyen leszakad a hordozóról 
belégzés során, gyenge adhézió jellemzi a rend-
szert, ezáltal javulnak a tüdődepozíciós eredmé-
nyek. Ezzel szemben a mikropórusos hordozófel-
szín erős kölcsönhatást idéz elő a hatóanyag és a 
hordozó között , gyenge aeroszol hatékonyságot 
eredményezve, mivel nagy felületen érintkezik a 
hordozó a mikronizált hatóanyaggal. A makro-
pórusos hordozók felszíne gyakorlatilag simának 
is tekinthető. A hatóanyag-hordozó érintkezési fe-
lület mértékében a nano pórusos és mikropórusos 
érdesség között  helyezkedik el [12, 13].
3. Interaktív fi zikai keverékek kialakításának 
paraméterei és eszközei
A laktóz vagy egyéb hordozó alapú DPI rendsze-
reket gyakran nevezik interaktív fi zikai keveré-
keknek. Ez azt jelenti, hogy a keveredés nem ran-
dom, nem véletlenszerű, utalva ezzel a rendszer-
ben fellépő interpartikulárius kölcsönhatásokra. 
A tipikus hatóanyag-hordozó tömegarány 1:67,5. 
Viszont széles skálán mozognak a keverési ará-
nyok, például Spinhaler® (Aventis) esetében 40 mg 
termék 20 mg nátrium-kromoglikát hatóanyagot 
és 20 mg laktóz hordozót tartalmaz, ebben az eset-
ben 1:1 tömegarányú a keverés. Ezzel szemben a 
Diskus® (Glaxo SmithKline) és Diskhaler® (Glaxo-
SmithKline) vonatkozásában 1:250 a hatóanyag-
hordozó tömegarány. Pulmo nális terápiában tehát 
általában alacsony hatóanyag dózisokat alkalmaz-
nak, sokszor milligrammos mennyiségeket, sőt 
asztma kezelésében előfordulnak 20-500 μg-os dó-
zisok is [5, 14-16].
Így kijelenthető, hogy a keverési arány meg-
választásánál fi gyelembe kell venni a ható-
anyag dózisát és korlátozó tényezőként emlí-
tendő az is, hogy mennyi tömegű por fér pél-
dául az inhalátor kapszulájába. Az interaktív 
fi zikai keverék előállítására általában Turbula-
keverőt alkalmaznak [17], de előfordul, hogy 
erre a célra nagy nyíróerejű keverőt használnak 
[18]. A keverés idejének optimalizálása is 
kulcs fontosságú a készítmény formulálásának 
szemszögéből.
4. Interpartikuláris kölcsönhatások jellemzése 
hordozó alapú formulálás esetén
A hordozó és hatóanyag részecskék között  fellépő 
adhézió, illetve a hatóanyag-hatóanyag szemcsék 
között  kialakuló kohézió esetében is a fi zikai erők 
a meghatározóak (4. ábra). Ezek lehetnek: van der 
Waals és/ vagy kapilláris erők, elektrosztatikus 
feltöltődés és mechanikus összekapcsolódás. A fi -
zikai erők nagysága függ a hatóanyag szemcsék 
alakjától, méretétől, keménységétől és felszíni tu-
lajdonságaitól; a hordozó részecskék vonatkozásá-
ban a felületi érdesség és az esetleges szennyező-
dések bírnak komoly jelentőséggel. Külön kieme-
lendő, hogy a relatív páratartalom és a száraz 
porinhalációs készítmények előállítása során al-
kalmazott  keverés alatt  fellépő préselő erők inten-
zitása és időtartama szintén 
számott evően befolyásolják a 
fentebb említett  erők nagysá-
gát. A sav-bázis kölcsönhatá-
sok és hidrogén-kötések ré-
vén a kémiai erők is fi gyelem-
re méltóak [5].
4.1. Van der Waals erők és 
mechanikus összekapcsolódás /
Mechanical interlocking/
A van der Waals erők domi-
nálnak a mikroméretű szem-
csékből álló száraz por-
inhalációs készítményekben. 
Az elektrodinamikus van der 
Waals erők alatt  azt értik, 
amikor a molekulák különbö-
ző elektronikus konfi guráció-
val rendelkeznek és a szom-
4. ábra: Hordozó alapú formulálás esetén fellépő interpartikuláris kölcsönhatások 
szemléltetése
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szédos dipoláris molekulák között  általános von-
zás alakul ki. A van der Waals erők között  a gravi-
tációs erők a legjelentősebbek, főként abban az 
esetben, ha a részecskeméret kisebb tíz mikromé-
ternél és a szemcsék között i távolság is száz nano-
méter alatt  van. Hordozó alapú száraz porin ha-
lációs készítmények esetén tehát a hordozó felüle-
tének érdessége befolyásolja a van der Waals erők 
nagyságát, mivel változik a hordozó és a ható-
anyag szemcse interpartikuláris távolsága. Egy 
mikrométeres nagyságrendű érdesség esetén a 
van der Waals vonzás a nullához közelít. Ameny-
nyiben a hordozó felületén üregek találhatóak, 
amelybe a hatóanyag szemcsék bele tudnak éke-
lődni, abban az esetben a két részecske érintkezési 
felülete megnő, és így jelentősen megnövekedik a 
van der Waals erők okozta vonzás, ezáltal úgyne-
vezett  mechanikus összekapcsolódás alakul ki [5].
4.2. Kapilláris erők
A kapilláris erőket más néven „meniszkusz erők-
nek” nevezik. Folyadék híd alakul ki két részecske 
érintkezési felületénél, amennyiben ezek a felüle-
tek liofi lek és elég közel vannak egymáshoz. Ez 
úgy jön létre, hogy a környező pára lecsapódik a 
korábban említett  résben és folyékony konkáv ala-
kú meniszkuszt eredményez. Magát a jelenséget 
„kapilláris kondenzációnak” nevezik. Mennyisé-
gileg a Kelvin egyenlett el jellemezhető a folyamat. 
A kapilláris erők vonatkozásában a legnagyobb 
befolyásoló tényező mindenképp a környezet rela-
tív páratartalma, de a hatóanyag és a hordozó ré-
szecskék fi zikai-kémiai tulajdonságai (alak, méret, 
érdesség és a felület kémiai jellemzői) ebben az 
esetben sem elhanyagolhatóak [5].
4.3. Elektrosztatikus feltöltődés
A különböző felületek érintkezését követő elvá-
lasztáskor az ellentétes töltésű felszínek esetében 
töltés átadás történik a donor és az akceptor között . 
Ez eredményez elektrosztatikus feltöltődést. A 
triboelektrifi káció olyan töltési jelenség, amely rö-
vid ütközés vagy intenzív súrlódás következtében 
alakul ki. Az egymással érintkező anyagok töltési 
kapcsolatainak három típusát különböztetik meg: 
fém-fém, fém-szigetelő és szigetelő-szigetelő. A 
gyógyszeriparban alkalmazott  ható-, és segédanya-
gok többsége szigetelő tulajdonságú, jellemző rájuk 
a nagy fajlagos ellenállás és a rossz vezetőképes-
ség. Ezek a szemcsék érintkezhetnek egymással 
vagy más szigetelő anyagokkal (műanyag inhalátor 
alkatrészek), illetve fém felülett el (például a keverő 
edénnyel). A triboelektrifi káció jelensége gyártási 
folyamatok során az adhezív és kohezív erők növe-
kedéséhez vezet, a por gördülékenysége/ folyási sa-
játsága is romlik, összességében csökkent aeroszol 
teljesítményt eredményeznek. Mind az inhalátor és 
az alkalmazott  kapszula anyaga, sőt a relatív pára-
tartalom is hatással vannak az elektrosztatikus töl-
tések nagyságára. A száraz porinhalációs termékek 
esetében, tehát a gyártási folyamatok, a tárolás és 
inhaláció során fellépő elektrosztatikus erők meg-
értése és optimalizálása javíthatják a DPI készítmé-
nyek hatékonyságát [5].
4.4. Aktív-helyek
A hordozó molekulák (általában laktóz) felszínét 
heterogén energiaeloszlás és morfológia jellemzi. A 
fokozott  energiájú területeket aktív helyeknek (5. 
ábra) nevezik. Ezek lehetnek morfológiai régiók 
(hullámvölgyek és csúcsok), amorf tartományok 
(őrlés és porlasztva szárítás következtében), szeny-
nyeződések a laktóz felületén (például fehérjék és 
zsírok), valamint egyedi poláris/nem poláris régi-
ók. Mind csökkent hatóanyag leválást eredményez 
a hordozó szemcséről történő inhaláció során [5].
5. Felületmódosítási lehetőségek
A hordozók felületének módosítására (emelkedett  
tüdődepozíciós eredmények elérése céljából) a 
szakirodalomban már számos lehetőséget ismer-
tett ek. Ezeket a 6. ábrán foglaltuk össze.
5.1. Hordozók átkristályosítása
Több tanulmányban beszámoltak arról, hogy 
α-laktóz-monohidrátot alkalmazva desztillált víz-
ben túltelített  oldatot készített ek 45-55 °C-on mele-
5. ábra: Passzív és aktív helyek sematikus ábrája laktóz 
esetén
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gítve, majd leszűrték és a szűrletet ezen a hőmér-
sékleten tartott ák. Ezt 5 ml/perc sebességgel anti-
oldószerbe vagy anti-oldószer (kirázószer) elegy-
be csepegtetve kivált az α-laktóz-monohidrát, 
majd szűrték és 24 órán keresztül 70 °C-on szárí-
tott ák. Ilyen átkristályosított  hordozót tartalmazó 
minták esetében javult in vitro tüdődepozíciós ér-
tékeket (pl. FPF: 40,48±4,57%) tapasztaltak a 
felület keze letlen hordozót tartalmazó mintához 
képest (FPF: 19.70±1.89%). Anti-oldószerként eta-
nollal, butanol lal, acetonnal kísérleteztek; illetve 
etanol-aceton, etanol-butanol, aceton-butanol ele-
gyeket vizsgáltak különböző arányban. Carbopol 
gél felhasználásával, viszonylag bonyolult folya-
mat során is lehetséges a nagyméretű hordozók 
átkristályosítása a tüdődepozíciós eredmények ja-
vulása érdekében (~7%-os FPF érték emelkedés ér-
hető el). [19-22].
5.2. Hordozók felületének oldása
Iida és mtsai szobahőmérsékleten α-laktóz-
monohidrátot (30 g) vizes etanolos (200 ml) oldat-
hoz (70% V/V) adtak, kevertett ék 5, 10 vagy 20 per-
cig, majd szűrték, a maradékot friss etanollal át-
mosták. A felületmódosított  hordozót szilikagél 
exszikkátorban – amelyhez rotációs szivatt yút is 
csatlakoztatt ak- 6 órán át szobahőmérsékleten szá-
rított ák. Szalbutamol-szulfát vonatkozásában a 
részletezett  felületkezelt hordozót tartalmazó 
minták esetében jobb in vitro tüdődepozíciós érté-
keket kaptak, mint kezeletlen hordozót alkalmaz-
va (FPF: 17.9±2.4%). A 10 percig kevertetett  hordo-
zót tartalmazó minta bizonyult a leghatékonyabb-
nak (26.7±1.0%) [23]. Kutatások alátámasztott ák a 
metanollal és a propanollal történő eredményes 
felületkezelést is [24].
5.3. Bevonás fl uidizálással
Több tudományos munka is beszámolt már arról, 
hogy laktóz hordozót hidroxi-propil-metil-cellulóz 
(HPMC), desztillált víz és laktóz tartalmú bevonó 
folyadékkal 110, 180, illetve 240 percig Wurster 
fl uidizációs bevonóberendezésben vontak be, 
majd szitálással elkülönítve a 40-88 μm-es felület-
kezelt hordozó szemcséket használtak fel száraz 
porinhalációs minták előállításához. Az érdesség 
és a fajlagos felület csökkent a bevonási idő növe-
lésével. Szalbutamol-szulfát esetében az in vitro 
inhalációs tulajdonság javult (FPF: 34.9±3.7%) a ke-
zeletlen hordozóhoz képest (FPF: 14.6±2.5%). Ideá-
lisnak a 180 percen keresztül kezelt laktóz tűnik 
tüdő depo zí ciós eredményt tekintve [25].
6. ábra: A hagyományos hordozók felületmódosítási lehetőségei
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5.4. Mechanikus száraz bevonás
Az eddig ismertetett  nedves felületmódosítási 
módszerek mellett  lehetőség van mechanikus szá-
raz bevonat kialakítására is a hordozó szemcse fe-
lületén. A bevonás során fellépő mechanikus erők 
következtében a bevonatot adó részecskék szoro-
san érintkeznek a nagyméretű hordozóval és kis 
méretükből kifolyólag a van der Waals kölcsönha-
tások elég erősek ahhoz, hogy a nagyméretű hor-
dozó felületén maradjanak. A keletkező bevonat 
lehet diszkrét (nem folytonos), illetve folytonos a 
bevonási idő, a bevonó szemcsék tömegaránya, il-
letve a nagyméretű hordozó és a bevonó részecs-
kék tulajdonságai függvényében. A folytonos be-
vonat esetén egyrétegű (porózus) és fi lmbevonat 
is kialakítható, amely legtöbbször nem porózus (7. 
ábra). A folytonos bevonat létrehozását általában 
jobban preferálják, viszont a diszkrét bevonat is 
előnyös lehet abban az esetben, ha a nagyméretű 
hordozó szemcse teljes árnyékolása nem kívánatos 
[26].
A mechanikus száraz bevonat létrehozása lehet-
séges Turbula-keverővel [27], illetve intenzív me-
chanikus száraz bevonó berendezésekkel, például 
a MechanoFusion®, a Hybridizer®, a Magnetically 
Assisted Impaction Coater (MAIC)® és a Theta-
composer® készülékekkel. Ezen intenzív száraz 
bevonási folyamatok általános leírására a „mecha-
no fúzió” kifejezést fogadták el. Példaképpen a 
Theta-composer® egy gyorsabb belső elliptikus 
forgórészből (500-3000 rpm) és egy lassúbb külső 
elliptikus egységből (30 rpm) álló eszköz. Az emlí-
tett  két rész ellenkező irányba forog. Ilyen mód-
szerrel vontak be 10 % szacharóz-trisztearátt al 
laktózt, amelynek a felülete ezáltal csökkent és si-
mább lett , illetve javult inhalációs értékeket ta-
pasztaltak, az in vitro tüdődepozíciós eredmény 
(FPF) 17,4%-ról 46,8%-ra emelkedett  [28]. A 
magnézium-sztearát is alkalmas mechanikus szá-
raz bevonat létrehozására, számos eredményes kí-
sérlet bizonyítja kedvező hatását a tüdődepozíciós 
eredményekre [28-30].
Finom hordozó részecskékkel (fi ne carrier 
particles) is lehetséges a klasszikus, nagyméretű 
hordozók mechanikus száraz bevonása, amelye-
ket „másodlagos hordozóknak” is neveznek [31]. 
Ezen szemcsék mérete kisebb a klasszikus nagy-
méretű hordozókéhoz képest, azonban DPI rend-
szerek esetén az optimális átmérőjükről még nem 
született  megállapodás, egyes tanulmányok hoz-
závetőleg 5-8 μm-es szemcseméretet tartják ideá-
lisnak [32]. Alkalmazásuk, megfelelően kis kon-
centrációban, hozzájárul a DPI készítmények terá-
piás hatékonyságának növekedéséhez, amelyről 
már több értekezés beszámolt [13]. A SPIRIVA 18 
mikrogramm inhalációs por kemény kapszulában ké-
szítmény (Boehringer Ingelheim International) 
mikronizált laktóz-monohidrátot tartalmaz [33], 
amely Magyarországon 2002 óta engedélyezett 
[34]. Egyes vizsgálatokban viszont jelenlétük DPI 
rendszerek estén FPF csökkenést okozott . Több hi-
potézis létezik arról, hogyan befolyásolják a DPI-
ok aeroszolos teljesítményét (8. ábra) [13]:
 – Az aktív-helyek elméletét 
Hersey vezett e be, amelyet 
később széles körben alkal-
maztak az említett  rendszer 
működésének leírására. A hi-
potézis szerint amennyiben a 
nagyméretű hordozó felüle-
tén lévő -4.4. alpontban ismer-
tetett - aktív helyeket fi nom 
hordozó részecskék elfoglal-
ják, úgy a hatóanyag szem-
csék gyengébb kötőhelyeken 
tapadnak meg a nagyméretű 
hordozó felületén, amely kö-
vetkeztében javul a ható-
anyag leválás a nagyméretű 
hordozó szemcséről inhaláció 
során. Azonban Grasmeiijer 
és munkatársai rámutatt ak 
arra, hogy az aktív helyek 
konkrét defi niálása még soha 
7. ábra: A mechanikus száraz bevonat típusai [26]
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nem jött  létre és az elmélet nem ad egyértelmű 
előrejelzést arra, hogy az aktív helyek mennyire 
befolyásolják egy inhalációs por teljesítményét. 
Így az aktív helyeket újonnan defi niálták azon 
képességük alapján, hogy mennyire tartják 
meg a hatóanyag szemcséket a diszperzió so-
rán, amely a hordozó felületének és a készít-
mény fi zikai tulajdonságaitól, illetve a diszper-
ziós körülményektől függenek.
 – Az agglomerációs elmélet szerint a fi nom hordozó 
részecskék alkalmazása során a hatóanyag 
szemcsékkel agglomerátumokat képeznek, 
amelyek nagyobb valószínűséggel válnak le a 
nagyméretű hordozó felszínéről inhaláció ese-
tén az agglomerátumokra ható nagyobb légel-
lenállási erő miatt .
 – A fl uidizációs elmélet alapján fl uidizáció egy DPI 
készítményben akkor jelentkezik, amikor a sta-
tikus por áramlási nyomásesése egyenértékű a 
porhalmaz egységnyi alapterületére eső súlyá-
val. Ezt a nyomás küszöbértéket nevezik 
fl uidizációs kezdőpontnak vagy minimális 
fl uidizációs sebességnek (MFV). Finom hordozó 
részecskék használata javítja a DPI teljesítmé-
nyét a készítmény szakítószilárdságának növe-
lésével, ami közvetlen összefüggésben áll az 
interparti kuláris erőkkel és a hordozó szabad 
térfogatával. Ezáltal az MFV jelentősen eltoló-
dik, így növeli a légellenállási erőt, ami a por-
ágy fl uidizálódásához szükséges.
 – A puﬀ er elmélet alapján a nagyméretű hordozó-
hoz tapadó kisebb méretű fi nom hordozó ré-
szecskék, mint puﬀ er működnek másik nagy-
méretű hordozóhoz való ütközés esetén. Védik 
a kisebb hatóanyag részecskéket az ütközés so-
rán fellépő nyomóerőktől, illetve az ütközés kö-
8. ábra: Elméletek a fi nom hordozó részecskék befolyásoló szerepéről a DPI-ok aeroszolos teljesítményét illetően [13]
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vetkeztében fennmaradó adhéziótól, így előse-
gítik a megnövekedett  hatóanyag leválást a 
nagyméretű hordozóról inhaláció során.
 – Az eset-függő elmélet arra világít rá, hogy a fi nom 
hordozó részecskék, amelyek szemcsemérete 
hozzávetőleg megegyezik a mikronizált ható-
anyagéval, nem minden esetben javítják a DPI-ok 
esetében az aeroszol teljesítményt. Összehason-
lítva kizárólagos alkalmazásukat DPI-ok esetén 
nagyméretű hordozókéval elmondható, hogy a 
nagyméretű hordozók esetén nagyobb hatóanyag 
leválás tapasztalható. Tehát a fi nom hordozó ré-
szecskék alkalmazása abban az esetben hoz ked-
vező eredményt, ha a DPI rendszerre vonatkozta-
tott  alacsony százalékban és nagyméretű hordo-
zó szemcsékkel együtt  alkalmazzák őket.
Új megközelítést, további fejlesztést jelent fi -
nom hordozó részecskék vonatkozásában az át-
kristályosított  kisméretű hordozók alkalmazása 
klasszikus, nagyméretű hordozó felületén. W. 
Kaialy és mtsa mannit esetében acetonból és eta-
nolból is elvégezték az átkristályosítást, majd 20 
μm-es szitán átszitálták az átkristályosított  szem-
cséket, így fi nom hordozó részecskéket nyertek. 
Az acetonból átkristályosított  kisméretű hordozó 
(ACM) szélesebb, rúd alakú, amíg az etanolból át-
kristályosított  mannit (ECM) szemcsék tű formá-
júak lett ek. Alkalmazásuk a száraz porinhalációs 
rendszerben meggyőző eredményt mutatott . Az 
FPF eredmények a következőképp alakultak ab-
ban az esetben, ha szalbutamol-szulfátot (SS) al-
kalmaztak hatóanyagként, α-laktóz-monohidrátot 
(L) pedig nagyméretű hordozóként: L-SS 
(14,9±1,2%), L-SS-kezeletlen mannit (20,1±5,3%), 
L-SS-ACM (28,8±0,3%), L-SS-ECM (32,6±1,1%). Ez 
azt jelenti, hogy a hatóanyag hozzávetőleg kétsze-
rese éri el a tüdő mélyebb szegmenseit ECM al-
kalmazásával, ahhoz a rendszerhez képest, 
amelyben nem található kisméretű hordozó és je-
lentős az FPF javulás a kezeletlen mannit tartal-
mú DPI termékhez képest is. A tanulmány szer-
zői az aktív-helyek elméletével magyarázzák az ae-
roszolos teljesítmény javulását [32]. Feltételezhető 
a laktóz hordozó felületén lévő mikropórusok (1-
10 μm) lefedése a tű alakú mannit kristályok ré-
vén [12].
6. A hordozók felületi sajátságainak, 
érdességének vizsgálati módszerei
6.1. Pásztázó elektronmikroszkóp (SEM)
A DPI készítmények esetében a szemcsék morfoló-
giájának jellemzésére, méretük megállapítására 
széles körben alkalmazzák a SEM-et. Hordozó ala-
pú rendszerek esetében a hatóanyag nagyméretű 
hordozó felületén való szétt erülésének mértéke, 
eloszlatott sága is jól detektálható, továbbá agglo-
merátumok képződésének kimutatására is alkal-
mazható módszer. A nagyméretű hordozó szem-
csék morfológiája és mérete szintén tanulmányoz-
ható ezen eszközzel és ugyancsak információ sze-
rezhető a hordozó felületének érdességéről [35]. E 
módszerrel kétdimenziós kép készíthető a mintá-
ról (3. ábra). Mérési tartománya széles skálán mo-
zog: néhány négyzetmilliméteres felületről és mil-
liméteres mélységekről is felvétel nyerhető [36].
6.2. Atomerő mikroszkóp (AFM)
Az AFM szintén egy hasznos vizsgálati eszköz 
DPI-ok esetében adhezív tulajdonságok tanulmá-
nyozására. Információt nyújt a szemcsék felületi 
reakcióképességről, a felületi energiáról és az 
interpartikuláris kölcsönhatásokról, ezáltal segít-
séget jelent a hordozó alapú rendszerek fejlesztése 
során [35]. Az AFM előnye a SEM-hez képest, 
hogy háromdimenziós képek nyerhetők a minták-
ról, illetve a termékek előkészítése nem szükséges. 
Mérési intervallumai szűkebbek a SEM-hez ké-
pest: a maximális vizsgálható felület 150 μm x 150 
μm, illetve legfeljebb 10-20 μm-es mélyedések de-
tektálhatók, viszont e tartományok megfelelőek 
DPI rendszerek vizsgálatára [36].
6.3. Inverz gázkromatográfi a (IGC)
Az IGC alkalmazható a szemcsék felületi energiájá-
nak, illetve a DPI-ok adhezív tulajdonságainak jel-
lemzésére. Ebben a módszerben inert poláros és 
nem poláros gázokat eluálnak állandó áramlással 
szilárd analitt al töltött  oszlopokon keresztül. A gáz 
próbamolekulák között i kölcsönhatások és az állófá-
zis határozza meg a retenciós térfogatot. A részecs-
kék nem igényelnek semmilyen előkezelést [35].
7. Összefoglalás
A hordozó alapú száraz porinhalációs rendszerek 
jelenleg is a forgalomban levő DPI-ok legnagyobb 
hányadát teszik ki. Ezáltal az új generációs (hordo-
zómentes) rendszerek mellett  ezen formulációk to-
vábbfejlesztése is a kutatások fókuszában áll. Köz-
leményünkben összefoglalásra kerültek azok a té-
nyezők, úgymint a hordozó típusa és habitusa, az 
interaktív fi zikai keverékek kialakítási paraméterei 
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és eszközei, illetve az interpartikuláris kölcsönha-
tások, amelyek befolyásoló szereppel bírnak e 
rendszerek tüdődepozíciós eredményeire. Az utób-
bi időben számos nemzetközi közlemény jelent 
meg a hordozók felületmódosítási lehetőségeiről, 
amelyek segítségével a tüdődepozíciós eredmények 
javíthatók, ezáltal megoldási lehetőségeket nyújtva 
a hordozó alapú DPI-ok fejlesztésére. Kutatócso-
portunk a nemzetközi irányvonalaknak megfelelő-
en hagyományos, hordozó alapú és új generációs 
DPI-ok fejlesztésével is foglalkozik.
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Folyamatos kristályosítási eljárás fejlesztése impinging jet módszerrel
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1. Bevezetés
A gyógyszeriparban manapság egyre inkább teret 
hódít a folyamatos technológiák kialakítása mind 
a kutatás-fejlesztés, mind a gyártás területén. A fo-
lyamatos eljárásnak számos előnye van a korábban 
alkalmazott  szakaszos módszerekkel szemben, 
amelyek közül legmeghatározóbbak a költségek, 
az idő- és a helyigény jelentős csökkentése [1, 2]. A 
folyamatos módszer egységesebb terméket ered-
ményez, hiszen a gyártási tételek között i minőségi 
különbségek kiküszöbölhetőek, jobb kitermelés ér-
hető el, a minőségi ellenőrzés könnyebben megva-
lósítható, az automatizálásuk egyszerűbben kivite-
lezhető [3, 4].
A hagyományos kristályosítási eljárások fejlesz-
tése laborméretű reaktorokban kezdődnek, és a je-
lentős méretnövelés során nem minden esetben 
Summary
Tari, T., Aigner, Z.: Development of continuous 
crystallization process using impinging jet method
Introduction: Nowadays, in pharmaceutical industry, it 
is a great challenge to convert technologies from batch to 
continuous mode. Our aim was to develop a continuous 
antisolvent crystallization method using impinging jet 
nozzles in case of glycine as model material and optimize the 
crystallization parameters for high quality product. 
Methods: Impinging jet mixer was applied in non-submerged 
mode in a double-walled crystallization reactor, and samples 
were separated from the crystallized product at given intervals 
during continuous crystallization. Properties of the samples 
were examined by several analytical methods (laser diﬀ raction 
particle size analyser, light microscopic image analysis 
system, scanning electron microscope, diﬀ erential scanning 
calorimetry, powder X-ray diﬀ raction, etc.)
Results: Morphology, average particle size, particle size 
distribution, residual solvent and additive potassium 
quantity of the continuous crystallized products were not 
changed signifi cantly compared to the batch process. The 
main polymorph was the α form, during progression of 
crystallization, increasing of small amount of β-polymorphic 
form was observed. Percentage yield was improved compared 
to the batch crystallization method.
Conclusion: It was found, that the continuous impinging 
jet crystallization is suitable for producing of high quality, 
uniform product in large quantity. The method also proved to 
be reproducible.
Keywords: continuous crystallization, impinging jet, 
glycine, crystal habit, polymorphism
Összefoglalás
Bevezetés: A gyógyszeriparban manapság nagy kihívást 
jelent a hagyományos szakaszos technológiák átalakítása 
folyamatos eljárásokká. Jelen munkánkban célunk volt egy 
folyamatos antiszolvens kristályosítási módszer fejlesztése 
impinging jet technikával, glicin modell anyag esetében, és a 
kristályosítási paraméterek optimalizálása magas minőségű 
termék előállítása céljából.
Módszerek: Az impinging jet egységet a dupla-falú 
kristályosító reaktoron kívül elhelyezve („non-submerged” 
mód) alkalmaztuk, és a folyamatos kristályosítás során 
a kristályosított  termékből adott  időközönként mintákat 
különített ünk el. A termékminták tulajdonságait számos 
analitikai módszerrel vizsgáltuk (lézer diﬀ rakciós szem cse-
méret analízis, fénymikroszkópos képanalizálás, pásztázó 
elektronmikroszkóp, diﬀ erenciális pásztázó kaloriméter, por-
röntgen diﬀ raktométer, stb.)
Eredmények: A folyamatos kristályosítással készült termék 
morfológiája, átlagos szemcsemérete, szemcseméret-eloszlása, 
maradék oldószer- és additív-tartalma nem változott  a szakaszos 
előállítással készített  termékhez képest. A kristályosított 
termék α-polimorf volt, mellett e a folyamat előrehaladása 
során a β-polimorf forma kismértékű növekedését detektáltuk. 
A kitermelési százalék javult a szakaszos módszerhez képest.
Összegzés: Megállapított uk, hogy a folyamatos impinging jet 
kristályosítás alkalmas reprodukálható, egyenletes minőségű, 
nagy mennyiségű termék előállítására.
Kulcsszavak: folyamatos kristályosítás, impinging jet, glicin, 
kristály habitus, polimorfi a
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vihetők át egyszerűen az optimális paraméterek 
ipari méretekbe. Nagyobb gyártási mennyiség el-
éréséhez nagy méretű reaktorok, drága készülé-
kek szükségesek, melyeknek tisztítása időigénye-
sebb, minden külön lépést validálni szükséges. A 
felsoroltak mindegyike a gyártásból kiesett  időt 
jelentik. Folyamatos kristályosítás során elegendő 
egy kisméretű reaktor használata, hiszen a termék 
eltávolítása folyamatosan történik, használatuk 
gazdaságosabb [5-7]. Célszerű tehát a már létező 
és engedélyezett  szakaszos eljárást átalakítani fo-
lyamatos módszerré, hiszen a megalkotott  terve-
zési tér („design space”) elemeit követve biztosít-
ható az állandó minőségű termék, és lehetőség 
nyílik a mai szigorú szabályozások mellett  is a 
gyorsabb engedélyeztetési eljárásra [8]. A megfe-
lelő kristályosítási módszer megválasztásával 
pénz és energia spórolható, hiszen ha már a ható-
anyaggyártás során optimális tulajdonságokkal 
rendelkezik a termék, nincs szükség további utó-
műveletek elvégzésére (pl. szemcseméret csök-
kentés, frakcionalizálás, egyéb technológiai műve-
letek) [9, 10].
A kristályhabitus, mint a szemcseméret, -felület 
és -alak, nagymértékben befolyásolják a hatóanya-
gok gyógyszerformába történő feldolgozhatóságát 
[11]. A kis átlagos szemcseméret és a szűk szem-
cseméret-eloszlás gyakori követelmény a rossz 
víz oldékonyságú (Biopharmaceutics Classifi cation 
System, BCS II. csoportba tartozó) hatóanyagok 
esetében. Ezek a paraméterek befolyásolhatják az 
oldódási sebességet, biohasznosíthatóságot, stabi-
litást, a tablett ákban a hatóanyagok eloszlatott sá-
gának egységességét [12, 13]. A megfelelő kerek-
dedségű és sima felszínű szemcsék agglomeráció-
ra kevésbé hajlamosak, így szűrhetőségük és por-
reológiai, folyási tulajdonságuk is kedvezőbbek. A 
szemcsék habitusa additívek hozzáadásával is 
módosítható, hiszen az additívek szelektíven gá-
tolják vagy elősegítik az egyes kristályoldalak nö-
vekedését többféle mechanizmuson keresztül. Ha-
tásuk függ többek között  az anyagi minőségüktől 
és koncentrációjuktól, továbbá befolyásolhatják a 
hatóanyagok polimorfi áját, ezzel oldékonysá gu-
kat, a készített  tablett ák szilárdságát, hatékonysá-
gát [14-16].
Impinging jet (IJ, „összeütköző sugarak”) anti-
szolvens kristályosítás során a hatóanyagot tartal-
mazó telített  oldat és az antiszolvens két külön, 
egymással szemben álló csövön keresztül áramlik 
nagy sebességgel. A kis térfogatú keverési térben 
az oldatok találkoznak, ahol nagy intenzitású 
mikrokeverés jön létre, homogén és nagy szuper-
szaturáció jelentkezik a nukleáció megindulása 
előtt , így elérhető a szűk szemcseméret-eloszlású, 
kis átlagos szemcseméretű termék előállítása. A 
szemcseméret-eloszlás és a kristály habitus befo-
lyásolható a kristályosítási paraméterek változta-
tásával, mint például az áramlási sebesség, hő-
mérséklet vagy az utókeverési idő módosításával. 
A pillanatszerű, gyors kristályosítási folyamat kö-
vetkeztében viszont a kristályok morfológiája ne-
hezen befolyásolható [17-19].
A glicin a legegyszerűbb kémiai szerkezetű ami-
nosav. Jellemzően gyors kristálynövekedéssel nagy 
méretű kristályokban kristályosodik, így különö-
sen jól alkalmazható a habitus módosító és szem-
cseméret csökkentő eljárások hatékonyságának 
modellezésére. A glicinnek standard körülmények 
között  három polimorf módosulata ismert: α-, β- és 
γ-forma. A módosulatok megjelenését befolyásol-
ják a különböző kristályosítási paraméterek, mint 
pl. az oldószer és az antiszolvens minősége és ará-
nya, a hőmérséklet, a különböző koncentrációjú 
additívek jelenléte. Vizes közegből spontán nuk-
leációval képződő fő polimorfj a az α-glicin. A kris-
tályszerkezete monoklin (tércsoport: P21/n) és nor-
mál körülmények között  ez a forma metastabil. A 
β-glicin a legkevésbé stabil módosulat, bizonyos 
idő elteltével átalakul α-polimorﬀ á, kristályszerke-
zete szintén monoklin (tércsoport: P21). Megjelené-
sét elősegíti az etanol és metanol jelenléte vizes kö-
zegben. Termodinamikailag a γ-glicin a legstabi-
labb polimorf forma standard körülmények között , 
melynek kristályszerkezete trigonális (tércsoport: 
P31). Azonban az α-glicin gyakrabban fordul elő vi-
zes közegben, és nem alakul át ezen körülmények 
között  γ-formává [20-22].
Korábbi vizsgálatainkban glicin kristályosításá-
nál alkalmaztuk az impinging jet módszert és 
szemcseméret csökkentő hatását összehasonlítot-
tuk a konvencionális kristályosítási eljárásokkal 
szemben. Megállapított uk, hogy a hűtéses, az 
antiszolvens, illetve a reverz antiszolvens módsze-
rekhez képest is több mint egy nagyságrendnyi 
szemcseméret csökkentést eredményezett  az új 
módszer, megfelelő szemcseméret-eloszlás és ma-
radék oldószer-tartalom mellett  [23]. Továbbá 
megfelelő koncentrációjú kálium-klorid additív 
alkalmazásával elérhető a szemcsék kerekdedsé-
gének javítása, így közel szférikus szemcsék állít-
hatók elő alacsony maradék kálium-tartalom és 
stabil polimorf forma mellett  [24].
Jelen munkánkban egy saját fejlesztésű impin-
ging jet eszköz folyamatos kristályosítási eljárás-
ban való alkalmazhatóságát vizsgáltuk nagy térfo-
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gatú oldatok felhasználásával, additív jelenlété-
ben. Célunk volt, hogy a módszer biztosítson meg-
felelő kitermelést, reprodukálható, gyors és pontos 
legyen. A korábbi vizsgálataink alapján optimali-
zált kristályosítási paramétereket alkalmaztuk 
glicin modell anyag esetében, és összehasonlítot-
tuk a termék fi zikai-kémiai tulajdonságait a szaka-
szos eljárás eredményeivel.
2. Anyagok és vizsgálati módszerek
2.1. Anyagok
Munkánk során a glicint, mint modell anyagot al-
kalmaztuk, melyet a VWR forgalmaz (Leuven, 
Belgium). Az antiszolvensként használt 96%-os 
etanol szintén a VWR terméke. Az additívként al-
kalmazott  kálium-kloridot a Scharlau forgalmazza 
(Barcelona, Spanyolország). Oldószerként Ph. Hg. 
VIII. minőségű tisztított  vizet használtunk.
2.2. Impinging jet kristályosítás
Az impinging jet egység külső elemként (non-
submerged) volt alkalmazva a duplafalú, kerekített  
aljú Schmizo kristályosító reaktorral (Schmizo AG, 
Oftringen, Svájc), amelyben a folyamatos keverést 
egy IKA Eurostar digitális motor-
ral meghajtott  anker-típusú keverő 
biztosított a 250 rpm fordulatszám-
mal (IKA-Werke GmbH & Co., 
Staufen, Németország). A folyadé-
kok adagolását két azonos típusú 
kalibrált perisztaltikus pumpa vé-
gezte (Rollpump Type 5198, MTA 
Kutesz, Budapest, Magyarország). 
A 200 ppm KCl additívet tartalma-
zó telített  glicin oldat és a 96%-os 
etanol állandó sebességgel 
(4,06 m/s) áramlott , 1:1 arányban az 
adott  átmérőjű csöveken keresztül 
az impinging jet elem keverő teré-
be [24]. A kísérleteket állandó hő-
mérsékleten, 25 °C-on végeztük, 
amelyet Julabo F32 (Julabo GmbH, 
Seelbach, Németország) krioter-
mosz tátt al biztosított unk, Julabo 
EasyTemp 2.3e software vezérlésé-
vel. A folyamatos kristályosítás so-
rán keletkezett  szuszpenzió szűré-
se szűrőnucson folyamatosan tör-
tént, ennek során percenként külö-
nített ünk el a nedves kristály frak-
ciókat. A minták 40 °C-on, 24 óráig történő vákuum 
szárítása után zárt edényekben voltak tárolva. A 
teljes berendezés felépítése az 1. ábrán látható.
2.3. Termékek analitikai vizsgálatai
2.3.1. Kristály habitus és szemcseméret-eloszlás 
vizsgálata
A kristályosított  termékek kerekdedségének és szem-
cseméretének vizsgálatát LEICA fénymikroszkópos 
képanali zátor (Leica LEICA Q500MC, LEICA Camb-
ridge Ltd., Cambridge, UK), valamint pásztázó 
elektronmikroszkóp (SEM, Hitachi S-4700, Hitachi 
Scientifi c Ltd., Tokyo, Japán) segítségével végez-
tük. A SEM minták felületét arany pallá dium be-
vonatt al látt uk el a megfelelő elektromos vezetőké-
pesség biztosítása céljából, Bio-Rad SC 502 készü-
lék (VG Microtech, Uckfi eld, UK) alkamazásával.
A minták szemcseméret-eloszlását Malvern 
Mastersizer 2000 lézerdiﬀ rakciós szemcseméret 
ana li záló berendezéssel (Malvern Instruments 
Ltd., Malvern, UK) határoztuk meg, száraz mód-
szerrel Scirocco száraz poradagoló segítségével. 
Két párhuzamos mérést alkalmaztunk minden 
minta esetében, a táblázatok az átlag értékeket tar-
talmazzák.
1. ábra: A saját fejlesztésű impinging jet kristályosítási rendszer sematikus 
felépítése
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2.3.2. Polimorfi a vizsgálata
A termékek polimorfi áját porröntgen (XRPD) ké-
szülék és diﬀ erenciáló pásztázó kaloriméter (DSC) 
segítségével vizsgáltuk. Az XRPD mérésekhez 
Bruker D8 Advance diﬀ raktométert (Bruker AXS 
GmbH, Karlsruhe, Németország) alkalmaztunk. 
A vizsgálatok fő paraméterei a következők voltak: 
szögtartomány: 3°-40° 2-Theta; lépésköz: 0,01°. A 
kristályosított  termékek diﬀ raktogramjait a Camb-
ridge Szerkezeti Adatbázis adataival hasonlított uk 
össze (Cambridge Crystallographic Data Centre, 
CCDC, Cambridge, UK).
A DSC analízis Mett ler Toledo DSC 821e 
(Mett ler-Toledo AG, Greifensee, Svájc) berende-
zéssel történt. Az adatok értékelését STARe ver. 
9.30 software-rel végeztük. A vizsgálatok paramé-
terei: hőmérsékleti tartomány: 25-300 °C; fűtési se-
besség: 10 °C/perc.
2.3.3. Szennyezők vizsgálata
A minták maradék oldószer-tartalmának megha-
tározása headspace gázkromatográfi ás módszer-
rel történt, vizsgálatainkat Varian CP-3800 gáz-
kromatográﬀ al (Varian, Inc., Walnut Creek, CA, 
USA) végeztük, DB-624 kapilláris oszlopon (60 m 
x 0.25 mm x 1.4 μm, nominal) kiegészítve Tekmar 
Dohrmann 7000 headspace automatikus mintave-
vővel és lángionizáló detektorral.
A kristályosítási additívként alkalmazott  káli-
um maradék koncentrációjának pontos mérésére 
Perkin Elmer 4100 ZL (Überlingen, Németország) 
atomabszorpciós lángspektrométert alkalmaztunk 
(FAAS), deutérium hátt ér korrekciós rendszerrel 
és levegő-acetilén láng alkalmazásával.
3. Eredmények értékelése
3.1. Kristály habitus és szemcseméret-el-
oszlás
Az impinging jet antiszolvens kristá-
lyosítás során megnövelt térfogatt al 
(1000-1000 ml) végeztük el kísérletein-
ket, a kristályosító reaktorban utókeve-
rés nélkül folyamatosan történt a 
szuszpenzió továbbhaladása a szűrő-
be, ahol percenként történt a mintavé-
tel. Egy kristályosítási kísérlet időtar-
tama 20 perc volt, a megadott  paramé-
terekkel 3 párhuzamos mérést végez-
tünk. A továbbiakban az eredmények 
átlagértékeit mutatjuk be.
A SEM felvételeken látható, hogy a kiindulási 
anyag lekerekített  oldalú, nagy, izodimenziós 
szemcsékből áll, ezzel szemben az impinging jet 
kristályosított  termékek szemcsemérete jelentősen 
csökkent, alakja bipiramidális, felszíne sima. A 
gyors kristályosítási eljárásból adódóan az élek és 
csúcsok nincsenek lekerekedve. Ezek a tulajdonsá-
gok biztosítják, hogy a kristályok egyedi szemcsé-
2. ábra: Minták SEM felvételei
A: kiindulási glicin (150x), B: termék 1. perc (150x), C: termék 1. perc 
(500x), D: termék 20. perc (150x), E: termék 20. perc (500x)
I. táblázat
Kristályosított  minták szemcseméret-eloszlása
Minta 
[perc]
d (0,1) 
[μm]
d (0,5) 
[μm]
d (0,9)
 [μm]
1. 8,524 27,934 70,382
2. 7,701 25,899 68,285
3. 8,520 29,278 74,356
4. 8,360 28,265 69,346
5. 8,758 29,969 75,320
6. 9,292 33,190 82,260
7. 9,577 34,313 84,812
8. 9,657 33,825 77,717
9. 9,674 34,066 78,151
10. 8,990 30,854 70,155
11. 8,864 30,308 69,338
12. 8,567 29,334 72,748
13. 8,626 29,748 74,385
14. 9,605 34,028 77,861
15. 9,627 33,880 77,352
16. 9,259 32,922 76,072
17. 9,197 32,470 75,244
18. 9,367 33,379 76,586
19. 9,417 33,622 77,036
20. 9,358 33,719 78,712
Átlag 9,047 31,550 75,306
Szórás 0,54 2,54 4,35
Relatív szórás 0,06 0,08 0,06
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ket alkotnak, aggregációra kevéssé haj-
lamosak. A 2. ábrán a kiindulási anyag 
és a folyamatos kristályosítás során az 
első és a huszadik percben vett  minták 
SEM felvételei láthatóak, különböző 
nagyítással készítve. A képek alapján 
megfi gyelhető, hogy nem történt jelen-
tős változás a kristály morfológiában a 
kristályosítás teljes időtartama alatt .
A kristályosított  minták mikro-
metriai adatait az I. táblázatban fog-
laltuk össze. Feltüntett ük a 20-20 min-
ta szemcseméret analízisére vonatkozó 
d (0,1), d (0,5) és d (0,9) értékeket, átla-
got, szórást és relatív szórást számol-
tunk. Az alacsony szórásértékek azt 
igazolják, hogy a kristályosítási folya-
mat során nem változnak jelentősen az 
említett  paraméterek.
A szemcseméret-eloszlási görbék 
alapján kijelenthető, hogy a 20 minta 
mindegyike mono diszperz eloszlást 
mutat, az állandó kristályosítási körül-
ményeknek köszönhetően az eloszlás 
lefutása is azonos (3. ábra).
A korábbi szakaszos eljárás 52-62% 
kitermelési százalékot eredményezett , 
amelyhez képest növekedés volt ta-
pasztalható, hiszen a folyamatos mód-
szerrel 64-70%-ra emelkedett  a kiter-
melés értéke. A keletkezett  glicin 
szuszpenzió teljes mennyisége a szű-
rőfelületre jutott , így elkerülhető volt a 
műveletek között i anyagveszteség. A 
folyamat során az impinging jet elem 
elzáródása, illetve egyéb működési ne-
hézség nem volt megfi gyelhető.
A szakaszos és folyamatos módszer-
rel előállított  minták átlagos szemcse-
méret különbségét statisztikai szoft-
verrel, kétmintás t-próba segítségével 
hasonlított uk össze (GraphPad Prism 
5, GraphPad Software Inc., La Jolla, 
CA, USA), amely alapján megállapítot-
tuk, hogy a szakaszos (29,707-
31,967 μm) és a folyamatos (25,899-
34,313 μm) módszer termékei között 
nincs szignifi káns különbség (4. ábra).
3.2. Polimorfi a
A kiindulási anyag és a kristályosított  
termékek kristályszerkezetét XRPD 
4. ábra: Átlagos szemcseméret összehasonlítása a szakaszos kristályosítási 
eljárás termékeivel
3. ábra: Impinging jet kristályosított  termékek szemcseméret-eloszlása
5. ábra: A termékek kétdimenziós XRPD diﬀ raktogramjai
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berendezéssel vizsgáltuk, és az eredményeket a 
Cambridge Szerkezeti Adatbázis diﬀ rakto gram-
jaihoz hasonlított uk. A mérések alapján mind a 
kiindulási glicin, mind a termékek kristályformája 
a leggyakrabban előforduló α-polimorf volt. A 
kristályosítási folyamat során nem tapasztaltunk a 
polimorfi ában eltérést. Eredményeinket az 5. áb-
rán szemléltetjük.
Korábbi vizsgálataink során megállapított uk, 
hogy a DSC termoanalitikai módszer érzékenyebb 
az instabil β-glicin jelenlétére [24]. Ennél az anali-
tikai eljárásnál a β-formára jellemző, 251 ºC-nál je-
lentkező csúcs már kis (5% alatt i) mennyiségben is 
megjelenik, amely az α-glicin 254 ºC-os endoterm 
csúcsához kapcsolódva, kis vállként jelentkezik, 
ezért pontos mennyisége nem határozható meg. A 
porröntgen vizsgálatok során ez a mennyiség még 
nem detektálható. Ezek alapján már a kiindulási 
glicin is tartalmazott  kis mennyiségben β-poli-
morfot. A kristályosított  termékekben ugyancsak 
megfi gyelhető volt az α- és β-forma keverékének 
megjelenése, a kristályosítás folyamatának előre-
haladásával a β-glicin mennyisége kis mértékben 
növekedett . A növekedés oka feltehetőleg a kezde-
ti β-polimorf jelenléte, amely indukálta az instabil 
forma megjelenését (6. ábra).
3.3. Maradék oldószer- és maradék kálium-tartalom
A headspace gázkromatográfi ás mérések alapján 
meghatároztuk a termékek maradék oldószer-tar-
talmát. A gyors kristályosítási folyamat következ-
tében előfordulhat, hogy a kristálynövekedés so-
rán oldószer zárványok keletkeznek a szemcsék-
ben, így fontos a pontos meghatározásuk. Az eta-
nol az ICH Q3C (R5) irányelv szerint a 
3. csoportba tartozik, a maximális érté-
ke 5000 ppm lehet [25]. A termékekben 
38 ppm és 80 ppm között i maradék 
etanol koncentráció volt mérhető, így 
ez megfelelt az előírt követelmények-
nek.
A habitus javítása céljából alkalma-
zott  kálium mennyiségét a termékek-
ben FAAS mérések alapján határoztuk 
meg. A maradék kálium koncentráció-
ja 22-48 ppm közé esett  a mintákban, 
amely nem jelent nagy mértékű szeny-
nyezett séget.
4. Összefoglalás
A fejlesztett  impinging jet antiszolvens 
kristályosítási módszer glicin modell anyag eseté-
ben alkalmasnak bizonyult a folyamatos kristá-
lyosítás kivitelezésére. A módszer reprodukálható 
és pontos, valamint rövid idő alatt  magas kiterme-
léssel, jó minőségű termék állítható elő. A korábbi, 
szakaszos kristályosítás során optimalizált para-
méterek jól alkalmazhatóak a folyamatos techno-
lógia esetén is, hiszen a termékek fi zikai-kémiai 
tulajdonságai nem térnek el szignifi kánsan a sza-
kaszos módszer mintáihoz képest. A kapott  kris-
tályok átlagos szemcsemérete (31,55 μm) szignifi -
kánsan csökkent a kiindulási anyaghoz (680,69 μm) 
képest, megfelelő kerekdedség, stabil polimorf 
módosulat, alacsony maradék oldószer- és kristá-
lyosítási additív (kálium) tartalom mellett . Össze-
gezve, a szakaszos kristályosítási módszerek fo-
lyamatos technológiává történő konvertálásával 
elérhető a magasabb kitermelési százalék, vala-
mint az előállításhoz szükséges idő jelentős csök-
kentése, a termék fi zikai-kémiai tulajdonságainak 
változása nélkül.
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A Tanacetum parthenium L. partenolid tartalmának szuperkritikus fl uid 
extrakciója: kísérlett ervezés, modellezés, optimalizálás
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Bevezetés
Az őszi margitvirág évszázadok óta ismert gyógy- 
és dísznövény. A tradícionális gyógyászatban 
hosszú ideje alkalmazzák, az 1970-es években 
azonban szakirodalmi adatokkal is alátámasztot-
ták migrén profi laktikus, fejfájás- és gyulladás-
csökkentő hatását [1-4]. Jelenlegi ismereteink sze-
rint a Tanacetum parthenium L. kivonatok COX-2 és 
NF-κB gátló, prosztaglandin-, tromboxán- és 
Summary
Végh K., RietmÜller E., Alberti Á., TÓth A., Béni Sz. 
Kéry Á.: Supercritical fl uid extraction and convergence 
chromatographic determination of parthenolide 
in Tanacetum parthenium L.: experimental design, 
modeling and optimization
Feverfew (Tanacetum parthenium L., Asteraceae) is a perenni-
al medicinal plant which has been used to alleviate the symp-
toms of migraines, headaches and rheumatoid arthritis. The 
herb contains various potentially active constituents such as 
sesquiterpene-γ-lactones, fl avonoids and volatile oil. The main 
sesquiterpene-lactone in feverfew is parthenolide which is con-
sidered to be responsible for the therapeutical eﬀ ects. Super-
critical CO2 extraction was carried out at diﬀ erent pressures 
(10-30MPa), temperatures (40-80°C) and co-solvent contents 
(0-10% ethanol) in order to study the extraction yield and the 
parthenolide recovery of the extracts. Leaves collected before 
and during fl owering and fl ower heads were investigated. A 
factorial experiment using a full 33 design was followed dur-
ing the experiments and response surface methodology was 
implemented to analyze the infl uence of the variables and opti-
mize the extraction. The critical values of parthenolide content 
were found to be 7% EtOH, 22MPa and 64°C in case of all 
three samples. It was determined, that the optimal conditions 
of the extraction, where the maximum parthenolide content 
and extract yield can be reached, do not coincide. The highest 
yield of parthenolide was obtained in the fl ower heads (0.604% 
wt.).
Keywords: Tanacetum parthenium L., Supercritical fl u-
id extraction, Experimental design, Response surface 
methodology, Convergence chromatography
Összefoglalás
Az Európában és Ázsiában honos őszi margitvirág évszáza-
dok óta ismert gyógy- és dísznövény. Az 1970-es évek óta a 
migrén, fejfájás, rheumatoid arthritis kezelésére alkalmaz-
zák. Jelentősebb tartalom anyagai a szeszkviterpén-laktonok, 
illóolaj és fl avonoidok. Jelenlegi ismereteink szerint a hatás 
szempontjából legfontosabb vegyülete a COX-2 és NF-κB 
gátló, prosztaglandin-, tromboxán- és leukotrién termelést 
csökkentő, az 5-HT vérlemezkékből való felszabadulását gátló 
partenolid, amellyel kapcsolatba hozzák a növény migrénelle-
nes hatását. 
Az őszi margitvirág partenolid tartalmának kinyerésére 
és az extraktumok hatóanyag tartalmának maximalizálásá-
ra számos módszert dolgoztak ki. Napjainkban az olyan új, 
korszerű és környezetbarát módszerek, mint a szuperkritikus 
fl uid extrakció előtérbe kerültek. Vizsgálataink során az őszi 
margitvirág (Tanacetum parthenium L.) mintákat szuperkri-
tikus fl uid széndioxiddal extraháltuk, melyhez egy 3 meny-
nyiségi faktoros 3 szintes kísérleti tervet állítottunk össze, 
ahol a hőmérséklet 40, 60 és 80 fok, a nyomás 10,20 és 30 
MPa, az eluens polaritásának változtatására pedig 0, 5 és 
10% etanolt alkalmaztunk. A mérési pontokra válaszfelületet 
illesztve vizsgáltuk a hőmérséklet, a nyomás és a módosító 
oldószer mennyiségének kölcsönhatását. A szuperkritikus 
fl uid extrakcióval előállított  minták vizsgálatával adatokat 
gyűjtött ünk a partenolid növényrészekben, illetve vegetációs 
periódus alatt i feldúsulásáról és optimálni tudtuk a kivonási 
körülményeket a hatóanyagban gazdag extraktumok előállí-
tására. A virágzás előtt  és alatt  gyűjtött  levél, valamint a vi-
rágzat partenolid tartalmának optimum értékét 7%-os etanol 
tartalom mellett  22MPa-on és 64°C-on értük el. Megállapítot-
tuk, hogy a szárazanyag-tartalom és a partenolid-tartalom op-
timum értéke nem esik egybe. Az extraktumok tartalmi anya-
gainak mérésére konvergens kromatográfi ás (UPC2) módszert 
fejlesztett ünk ki és validáltunk.
Kulcsszavak: Tanacetum parthenium L., Szuperkritikus 
fl uid extrakció, Faktoros kísérleti terv, Válaszfelület-módszer, 
Konvergens kromatográfi a
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leukotrién termelést csökkentő, az 5-HT vér-
lemezkékből való felszabadulását gátló hatásait bi-
zonyított ák [5-9]. Legjelentősebb tartalmi anyaga a 
szeszkviterpén-lakton családba tartozó partenolid, 
melynek a növény migrénellenes hatását tulajdo-
nítják [1, 3, 4].
 Az őszi margitvirág partenolid tartalmának ki-
nyerésére és az extraktumok hatóanyag tartalmá-
nak maximalizálására számos módszert dolgoztak 
ki. Szerves és szervetlen oldószerrendszereket 
vizsgáltak ultrahangos és Soxhlet kivonással [10, 
11]. A legmagasabb partenolid tartalmat a virág-
zatban (1,38%) találtak, melyet a levél drogok kö-
vett ek (0,95%). A szár és a gyökérzet partenolid 
tartalma elhanyagolható volt [12].
A szuperkritikus fl uid extrakció, mint új, kor-
szerű és környezetbarát módszer, számos előny-
nyel rendelkezik a hagyományos oldószeres 
extrakcióval szemben, mivel viszonylag alacsony 
hőmérsékleten megvalósítható, az értékes kompo-
nensek nem károsodnak a művelet során. A nö-
vény mintát nagynyomású szuperkritikus szén-
dioxiddal (SC-CO2) extraháljuk, kihasználva an-
nak jó oldóképességét és szelektivitását, majd a 
nyomás csökkentésével a szén-dioxidot elválaszt-
juk az extraktumtól, így a kapott  kivonat akár tel-
jesen oldószermentes lehet. A hőmérséklet, a nyo-
más és a hozzáadott  módosító oldószer arányának 
változtatásával a kivonat összetétele befolyásolha-
tó [13-19]. Az őszi margitvirággal kapcsolatban 
számos szuperkritikus fl uid extrakciós vizsgálatot 
közöltek. Smith és Burford [20] a növény föld felett i 
részét 250 baron, 40°C-on extrahálták, első lépés-
ben tiszta széndioxiddal (0,8 m/m% partenolid), 
majd 4% acetonitril és metanol hozzáadásával nö-
velték a kivonószer polaritását, amely megdupláz-
ta a kivonatok partenolid tartalmát. Kaplan és 
munkatársai [21] SC-CO2-ot alkalmaztak különbö-
ző nyomás értékeken (100-300 atm), 100°C-on, 
majd a kapott  partenolid értékeket összehasonlí-
tott ák a hagyományos módszerrel történő kloro-
formos kivonás esetén elért eredményekkel. Meg-
állapított ák, hogy a legmagasabb arányban a vi-
rágzat és ezen belül is a magok tartalmaznak 
partenolidot, és hogy a SFE sokkal hatékonyabb, 
mint a hagyományos oldószeres kivonási módsze-
rek. Kéry és munkatársai [22] egy 32 teljes, faktoros 
kísérleti tervet állított ak össze a félüzemi alkalma-
zás optimalizálására. Vizsgálták a kivonat száraz-
anyag és partenolid tartalmát. Az alkalmazott 
nyomás értékek 100 és 400 bar között , a hőmérsék-
let 40 és 60 °C között  változtak. A partenolid tarta-
lom a 400 bar és 60 °C esetén mutatt a a legmaga-
sabb értéket (5,2 m/m%). Cretnik és munkatársai 
[23] laboratóriumi szakaszos működésű műszert 
alkalmaztak 200 és 300 bar nyomáson, 40, 60 és 80 
°C-on. A két szeparátor alkalmazásával a parte-
nolidot részben el tudták különíteni a kivont zsí-
ros anyagoktól. 
Napjainkban egyre népszerűbb a szub- és szu-
perkritikus fl uidok kromatográfi a területén való 
alkalmazása. A konvergens kromatográfi a ötvözi 
az ultra nagynyomású folyadék- és a szuperkriti-
kus fl uid kromatográfi a előnyeit, többek között 
csökken a vizsgálat ideje és az oldószerfogyasztás, 
illetve drasztikusan megnő a csúcskapacitás és ér-
zékenység. Az UPC2 kromatográfi a alkalmas polá-
ris és apoláris, illékony illetve nem illékony kom-
ponensek elemzésére.
Munkánk célja olyan részletes kísérleti terv 
megalkotása volt, ahol vizsgálni tudjuk a változók 
(nyomás, hőmérséklet, polaritást módosító oldó-
szer) lineáris, négyzetes és egymással való köl-
csönhatását a kivonatok szárazanyag és partenolid 
tartalmára. A módosító oldószer etanol volt, an-
nak nem toxikus, és környezetbarát tulajdonságai 
miatt . Az őszi margitvirág mintákat virágzás előtt  
és a teljes virágzás alatt  gyűjtött ük, majd az utób-
biakat levélre és virágzatra bontott uk. Ezen három 
mintán végeztük modellkísérleteinket. Elsőként 
vizsgáltuk a hatóanyag feldúsulást a vegetációs 
periódus függvényében, a partenolid tartalom 
kvan titatív vizsgálatára nagy hatékonyságú kon-
vergens kromatográfi ás módszert fejlesztett ünk ki 
és validáltunk.
Anyagok és módszerek
Növényminta
A Vácrátóti Botanikus Kertből származó magmin-
tákat szabadföldi körülmények között  neveltük 
Érden, a mintákat virágzás előtt  és a teljes virág-
zás alatt  gyűjtött ük, majd levélre és virágzatra vá-
lasztott uk szét. Ezen három mintán végeztük mo-
dellkísérleteinket. A minták méretét darálás után 
40-50 meshben állapított uk meg.
Oldószerek és reagensek
A szuperkritikus fl uid extrakció és kromatográfi a 
során alkalmazott  széndioxid 99,5%-os tisztaságú 
volt és a Linde Kft.-től, a partenolid referencia ve-
gyületet, az alkalmazott  reagens minőségű módo-
sító etanolt és a HPLC minőségű acetonitrilt a 
Sigma-Aldrich Kft.-től szereztük be.
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Szuperkritikus fl uid extrakció
A szuperkritikus fl uid extrakcióra labortóriumi ké-
szüléket alkalmaztunk, amely Peltier hűtőrend-
szerrel felszerelt Jasco PU-2080 CO2 pumpából és a 
módosító oldószer hozzáadását biztosító Jasco MX-
2080-32-es dinamikus keverőből állt. A CO-2060 
plus intelligens extrakciós/kolonna termosztátban 
a kolonna pozícióba egy 1 ml-es extrakciós csövet 
helyeztünk, melyet megtöltött ünk az aprított  dro-
gokkal. Az állandó nyomást a Jasco BD-2080 nyo-
másszabályozó egység biztosított a. Az extrakciót 
MD-2010 plus detektorral 205 nm-en kísértük fi -
gyelemmel, melyet egy nagy nyomású cellával sze-
reltünk fel. A kivonásokat egy órán át végeztük, a 
kivonószer áramlási sebessége 0,4 ml/perc volt. 
Kísérleti terv
Vizsgálatainkra 3 mennyiségi faktoros 3 szintes 
(33) kísérleti tervet állított unk össze, melyben a hő-
mérséklet 40, 60 és 80 °C, a nyomás 10,20 és 30 
MPa, az eluens polaritásának változtatására pedig 
0%, 5% és 10% etanolt alkalmaztunk. Vizsgáltuk a 
változók lineáris, négyzetes és egymással való köl-
csönhatását az extrakció során a kivonatok száraz-
anyag és partenolid tartalmára, a vegetációs 
perdiódusra és a szervrészekre való tekintett el.
Az oldószer áramlási sebességet (0,4 ml/perc) az 
extrakciók során állandó értéken tartott uk és a ki-
vonási idő minden esetben 1 óra volt.
A kísérleti terv 27 extrakcióból és az eredmé-
nyek reprodukálhatóságának vizsgálatára a terv 
centrumában elvégzett  3 mérésből állt. Két további 
kivonást végeztünk az optimum pontban a kísér-
let hitelességének bizonyítására. 
A három szignifi káns független változó közti 
matematikai kapcsolatot általános négyzetes poli-
nómból fejeztük ki:
Y=β0+β1XP+ β2XT+ β3XEtOH+ β11X2P+ β22X2T+ 
β33X2EtOH+ β12XP XT+ β13XPXEtOH+ β23XTXEtOH 
ahol az Y a válasz, β0 egy konstans érték, β1 
(EtOH), β2 (P) és β3 (T) a lineáris, β11, β22 és β33 a 
négyzetes és β12, β13 és β23 a faktorok egymással 
való kölcsönhatását leíró koeﬃ  ciensek. A statiszti-
kai vizsgálatokhoz Statistica szoftvert alkalmaz-
tunk. A regressziós modell illeszkedésének jóságát 
a determinációs koeﬃ  cienssel, az R2-vel és ezek 
korrigált értékeivel bizonyított uk. A szignifi káns 
faktorok és interakciók meghatározásához varian-
cia analízist alkalmaztunk.
 Ultra nagyhatékonyságú konvergens kromatográfi a 
(UPC2)
A szuperkritikus fl uid kivonatok kromatográfi ás 
vizsgálatát Waters ACQUITY Ultra-Performance 
Convergence Chromatography (UPC²) műszerrel 
végeztük (bináris pumpa, automata mintaadagoló, 
kolonna termosztát, dióda detektor, nyomásszabá-
lyozó). Az elválasztáshoz 45°C-ra termosztált 
Acquity UPC² BEH C18 oszlopot (100mmx3mm, 
1.7 μm, Waters, MA, USA) alkalmaztunk. A kom-
ponensek elválasztását izokratikus programmal 
végeztük: 0-5 perc 18% B,  2 ml/perces áramlási se-
bességgel, ahol az eluensek szuperkritikus széndi-
oxid (A) és acetonitril (B) voltak. A kromato-
gramokat 210 nm-en rögzített ük, az UV spektru-
mokat 200-400 nm közti tartományban vett ük fel. 
A teljes rendszer nyomása 2000 psi volt. Az adatok 
feldolgozása Empower 3 szoftverrel történt.
A validáció során vizsgáltuk a módszer helyessé-
gét, linearitását, a retenciós idő ismételhetőségét, az 
LOD és LOQ értékeket, a precizitást és napok közti 
ismételhetőséget. Az eredmények minden esetben 
megfeleltek az ICH biológiai mintákra vonatkozó 
irányelveinek. A partenolid standardot aceton itril-
ben feloldva kalibrációs sort készített ünk 0,0313-
0,5000 mg/ml tartományban. Hat koncentráció érté-
ket vizsgáltunk háromszor ismételve a méréseket, 
majd a mérési eredményekre kalibrációs egyenest 
illesztett ünk, melyet lineáris regresszió analízissel 
vizsgáltunk. A kimutatási és meghatározási határt 
az alapvonalzaj háromszorosának illetve tízszeresé-
nek megfelelő magasságú jelet adó koncentráció-
ként határoztuk meg. A validálás során vizsgáltuk a 
módszer helyességét, a kivonathoz ismert mennyi-
ségű standard oldatot adva. A pontosságot 9 mérés-
ből határoztuk meg (3 koncentráció/ 3 ismétlés). A 
napok közti ismételhetőséget három egymást köve-
tő napon határoztuk meg, három eltérő koncetráció 
mérésével. A standard oldatok hígítása minden 
esetben független tömegbeméréssel történt. 
Eredmények és diszkusszió
UPC2 validálás
A linearitás vizsgálatok során a partenolid stan-
dard oldatok (0,0313; 0,0625; 0,1250; 0,2500; 0,5000 
mg/ml) mérésével kapott  csúcstartományokat az 
elméleti koncentrációk függvényében ábrázolva a 
pontokra egyenest illesztett ünk. Az egyenes 
egyenleteként y=271.08x+0.917 összefüggést kap-
tuk, ahol a tagok szignifi kanciáját t-próbastatiszti-
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kával ellenőriztük. Az eredményekből kiderült, 
hogy a tengelymetszetnek nincs statisztikailag ér-
tékelhető hatása az összefüggésre. Az illesztett 
függvény alkalmasságát F-próbastatisztikával el-
lenőriztük és bizonyított uk, hogy az illesztett 
függvény adekvát. A koncentráció függvényében 
ábrázolt reziduumok eloszlása nem mutat egyirá-
nyú menetet, az értékek véletlenszerűen szóród-
tak. A retenciós idő ismételhetőségének relatív 
standard deviációja 0,075% volt. 
1. ábra. A Tanacetum parthenium L szuperkritikus fl uid extraktrumok szárazanyag tartalmának válaszfelület görbéi, az előre 
jelzett  és a mért értékek diagramjai és a Pareto diagramok.
Jelmagyarázat: Exp. Yield-Szárazanyag tartalom, Temp.-Hőmérséklet, Pressure-Nyomás, Predicted values-Előrejelzett  
értékek, Observed values-Mért értékek, L-Lineáris kölcsönhatás, Q-Négyzetes kölcsönhatás, Standardized eﬀ ect estimate- 
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 2017/2. Acta Pharmaceutica Hungarica 81
A kimutatási és meghatározási határt LOD= 
3*S/N és LOQ= 10*S/N-ként határoztuk meg. Így a 
kimutathatóságot 3,677 μg/ml, a meghatározható-
ságot pedig 11,142 μg/ml koncetrációban állapítot-
tuk meg. 
A helyesség meghatározásához a szuperkritikus 
Tanacetum parthenium L. kivonathoz ismert kon-
centrációjú standard oldatokat adtunk három hígí-
tásban. A visszanyerés 94,77% és 100,72% között  
adódott , a relatív standard deviáció pedig minden 
2. ábra. A Tanacetum parthenium L szuperkritikus fl uid extraktrumok partenolid tartalmának válaszfelület görbéi, az előre 
jelzett  és a mért értékek diagramjai és a Pareto diagramok.
Jelmagyarázat: Exp. Yield-Szárazanyag tartalom, Temp.-Hőmérséklet, Pressure-Nyomás, Predicted values-Előrejelzett  
értékek, Observed values-Mért értékek, L-Lineáris kölcsönhatás, Q-Négyzetes kölcsönhatás, Standardized eﬀ ect estimate- 
Változók abszolút hatása az extrakcióra
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esetben kevesebb, mint 0,20% volt mindhárom 
esetben. 
A pontosság vizsgálatok során három különbö-
ző koncentrációban elkészített  standard oldatot 
vizsgáltunk három ismételt mérés során. A napok 
közti ismételhetőséget három egymást követő na-
pon három különböző koncentrációban elkészített  
standard oldatt al vizsgáltuk három ismételt mérés 
során. Az RSD% értékekek alapján megállapítot-
tuk, hogy a módszer pontos és jól ismételhető.
Szuperkritikus fl uid extrakció
Munkánk célja olyan szuperkritikus fl uid extrak-
tumok előállítása volt a Tanacetum parthenium L. 
mintákból, amelyekben maximalizálni tudjuk a 
kivonatok partenolid tartalmát. Egy 33 teljes fakto-
ros kísérleti tervet állított unk elő a virágzás előtt  
és alatt  gyűjtött  levelek és a virágzat tanulmányo-
zására. Vizsgáltuk a kivonatok szárazanyag tartal-
mát is. Mindhárom minta esetében a legalacso-
nyabb szárazanyag tartalmat 10Mpa, 40 °C, 0% 
etanol hozzáadásával, a legmagasabbat 30Mpa, 80 
°C, 10% etanol hozzáadása során kaptuk. A 
partenolid tartalom esetén a minimum értéket 
30Mpa, 40 °C, 5% etanol tartalom mellett , a maxi-
mumot pedig 20Mpa, 60 °C, 0% etanol tartalom 
mellett  tapasztaltuk. Polinomiális regresszióval 
válaszfelületet illesztett ünk a kapott  értékekre, 
hogy vizsgálni tudjuk a faktorok (nyomás, hőmér-
séklet, módosító oldószer) hatását az extrakcióra. 
A szárazanyag tartalom esetén a determinációs 
koeﬃ  ciens 0,973 és 0,996 között  mozgott , amely az 
illesztett  válaszfelület jó illeszkedését mutatt a. Az 
R2 a partenolid tartalom esetében alacsonyabb ér-
tékeket (0,931-0,934) vett  fel. Az illeszkedés jóságá-
nak javítására a Student féle t-próbát elvégezve, el-
távolított uk a 95%-os megbízhatósági intervallu-
mon nem szignifi káns tagokat az egyenletből. 
A virágzás előtt  és alatt  gyűjtött  levél és virág-
zat kivonatok szárazanyag tartalmának válaszfe-
lület görbéit 5%-os etanol tartalmú szuperkritikus 
fl uid extrakció esetén a 1. ábra mutatja be. A de-
terminációs együtt ható értéke növekedett  (0,972, 
0,996, 0,993), a redukált egyenletet alapul véve. Az 
illesztett  modell jóságát megerősített e az előre jel-
zett  és a mért értékek diagramja, melyen a pontok 
az egyenes mentén jó korrelációval helyezkedtek 
el. 
A hatások Pareto diagramja mutatja az egyes 
változók abszolút hatását az extrakcióra. A virág-
zás előtt  és alatt  gyűjtött  levelek esetében a hőmér-
séklet jelentősebben befolyásolja a kivonást, mint 
a nyomás. A nyomás és a hőmérséklet is jelentős 
pozitív hatást gyakorol az extrakcióra, ugyanígy a 
nyomás kvadratikus hatása és a nyomás és hő-
mérséklet interakció. A nyomás növekedésének 
pozitív hatása magyarázható a komponensek jobb 
oldódásával állandó hőmérsékleten, míg magas 
nyomáson a komponensek kioldódása csökken a 
hőmérséklet csökkenésével. Ez a kereszt eﬀ ektus 
általában 20 és 35 Mpa értékek esetén lép fel és a 
csökkenő oldószer sűrűség és gáz nyomás hatásá-
ra fordul elő. Kevésbé hatásosak a hőmérséklet-
etanol, az etanol és az etanol-nyomás kvadratikus 
hatások. Az oldószer etanol tartalma szintén jelen-
tősen befolyásolja a kivonatok szárazanyag tartal-
mát. A módosító oldószer mennyisége megváltoz-
tatja a szuperkritikus oldószer polaritását, így az 
értékes és a kevésbé értékes komponensek kioldó-
dását is növeli. A virágzatból kivont szárazanyag 
mennyiségre a legszignifi kánsabb hatást a kivonó 
fl uid etanol tartalma gyakorolja, emellett  a hőmér-
séklet és a nyomás emelkedése és ezek egymásra 
hatása is pozitívan befolyásolja a kivonást [22]. 
A minták szárazanyagtartalmának vizsgálata 
folyamán megállapított uk, hogy a vizsgált hőmér-
séklet, nyomás és módosító mennyiségek esetén 
nem érjük el a kitermelési maximumot.
Partenolid tartalom
A virágzás előtt  és alatt  gyűjtött  levél és virágzat ki-
vonatok partenolid tartalmának válaszfelület gör-
béit 5%-os etanol tartalmú szuperkritikus fl uid 
extrakciónál a 2. ábra mutatja be. Az R2 értékei itt  is 
alacsonyabbak voltak (0,931, 0,930, 0,934), mint a 
szárazanyag tartalom vizsgálatoknál, azonban az 
illesztett  modell jóságát megerősített e az előre jel-
zett  és a mért értékek diagramja, melyen a pontok 
az egyenes mentén jó korrelációval helyezkedtek el.
A Pareto diagrammok mutatják, hogy a legna-
gyobb abszolút hatással a szuperkritikus fl uid 
széndioxid etanol tartalma bír, negatívan befolyá-
solva az extrakciót. A módosító oldószer mennyi-
sége megnöveli a szuperkritikus oldószer polaritá-
sát, így elősegítheti a polárosabb szeszkviterpén-
laktonok és fl avonoidok kioldódását, azonban a 
kevésbé értékes komponensek is extrahálódnak. A 
hőmérséklet és nyomás hasonlóképpen a száraz-
anyag tartalomhoz itt  is pozitívan befolyásol, mind 
lineáris, mind négyzetes formában. Megfi gyelhető 
a partenolid tartalom növekedése 60 °C-ig, majd 
csökkenése 80 °C-on. A csökkenés kiváltó oka lehet 
az anyag oldhatóságának csökkenése illetve annak 
hőérzékenysége. Mivel a kromatográfi ás vizsgála-
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tok során nem találtunk bomlásra utaló kompo-
nenseket, így az utóbbi lehetőséget kizártuk. 
A virágzat mintáknál találtuk a legmagasabb 
partenolid tartalmat (0,604%), amely összhangban 
van a korábbi irodalmi adatokkal [12, 23]. Megál-
lapított uk, hogy a levelek partenolid tartalma a 
vegetációs periódus előre haladtával csökken.
Az optimum pont mindhárom minta esetén azo-
nos, a legmagasabb partenolid tartalmat 7% etanol 
hozzáadásával, 22 Mpa-on, 64 °C-on értük el. 
Kontrolmérésekkel ellenőriztük a modell által szá-
molt optimum pont helyességét. Ezek eredménye 
a virágzás előtt  gyűjtött  levél mintáknál 0,399%, a 
virágzás alatt  gyűjtött eknél 0,375% és a virágzatnál 
0,453%-os partenolid tartalom volt. Az előre jelzett  
értékek (0,406%, 0,381%, 0,447%) nem tértek el 
szignifi kánsan a mért értékektől, így megállapítha-
tó az illesztett  válaszfelület helyessége. 
Összefoglalás
Munkánk célja olyan optimális szuperkritikus fl u-
id extrakciós körülmények kialakítása volt őszi 
margitvirág kivonatok előállítására, ahol a kivona-
tok szárazanyag és partenolid tartalmát maxima-
lizálni tudjuk. Az extraktumok partenolid tartal-
mának mérésére megbízható, gyors és pontos 
konvergens kromatográfi ás módszert fejlesztet-
tünk ki és validáltunk. Bizonyított uk az UPC2 
módszer előnyeit, így a nagy felbontást, az érzé-
kenységet, a jó reprodukálhatóságot és rövid ana-
lízis időt. Vizsgálataink során egy 3 mennyiségi 
faktoros 3 szintes kísérleti tervet állított unk össze, 
melyben a hőmérséklet 40, 60 és 80 °C, a nyomás 
10, 20 és 30Mpa volt, az eluens polaritásának vál-
toztatására pedig 0%, 5% és 10% etanolt alkalmaz-
tunk. Vizsgáltuk a partenolid tartalom feldúsulá-
sát a vegetációs periódus és a szervrészek függvé-
nyében. A szárazanyag-tartalom és a partenolid-
tartalom optimum értéke nem esik egybe: a szá-
razanyag tartalom maximum pontját 30Mpa-on, 
80 °C-on 10%-os etanol tartalomnál, a partenolid 
tartalom maximális értékét 7%-os etanol tartalom 
mellett  22MPa-on és 64 °C-on értük el. A legmaga-
sabb partenolid tartalmat a virágzatban mértük 
(0,604%). A virágzás előtt  gyűjtött  levelek száraz-
anyag és partenolid tartalma is magasabb volt a 
virágzás alatt  gyűjtött  levelekénél, tehát azt a kö-
vetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vegetációs perió-
dus előre haladtával szignifi káns mennyiségi 
csökkenés következik be a levelek tartalmi anya-
gaiban. 
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3. Rövid közleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjedelemben 
(összesen legfeljebb 4 ábra és táblázat). A közlemények 
megjelenési sorrendjében a rövid közlemények előnyt él-
veznek.
4. Ph.D. értekezések összefoglaló közleményét, legfeljebb 25 oldal 
terjedelemben.
Feleslegesen nagy terjedelmű dolgozatok esetében a szerkesz-
tőbizott ság fenntartja magának a jogot arra, hogy a lektori ja-
vaslatok alapján a szerzőt felkérje dolgozatának rövid közle-
ménnyé való átdolgozására.
A kézirat elkészítésének módja:
a) Általános szempontok
A kéziratot elektronikusan, csatolt fi le-ként kell a felelős szer-
kesztő e-mail címére elküldeni: zelrom@gytk.sote.hu
A táblázatokat külön fi le-ként, címmel és római sorszámmal el-
látva készítsük. 
Az ábrák és egyéb illusztrációk olyan színvonalon készüljenek, 
hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek. Az áb-
rákat külön fi le-ként kell csatolni, az elnevezésben az ábraszá-
mokat fel kell tüntetni. Javasolt formátum: jpg, tiﬀ . 
Az irodalmi hivatkozásokat külön, a hivatkozások sorrendjében 
közöljük. A hivatkozási számot a szövegben tegyük szögletes 
zárójelbe.
A hivatkozások módja:
Folyóiratcikk:
Teljes URL cím a keresőablakból kimásolva és az elérés dátu-
ma, az alábbiak szerint:
1. Revelle, L. K., Musser, S. M., Rowe, B. J., Feldmann, I. C.: 
J. Pharm. Sci. 86, 631-634 (1997)
Szakkönyv:
2. Gyarmati L., Rácz I., Plachy J., Csontos A.: A gyógyszer-tech-
nológia és biofarmácia kémiai ellenőrző módszerei. Medicina, 
Budapest, 1982. 147-152. old.
Könyvfejezet:
3. Ariens, E. J.: Racemates – an impediment in the use of 
drugs and agrochemicals. In: Krstulovic, A.M. (ed): Chiral 
Separations by HPLC. Ellis Horwood, Chichester, 1989. pp. 
31–68.
Szabadalom:
4. U.S. Pat. 3 425 422 (1984)
Konferencia-előadás:
5.  Duncan, R.: Polymer therapeutics: Targeting drugs and 
genes to tumours. 6th European Congress of Pharmaceutical 
Sciences. Eur. J. Pharm. Sci. 11, (2000) S1-S2.
Internetes hivatkozás: teljes URL-cím a keresőablakból kimásol-
va és az elérés dátuma az alábbiak szerint:
6. htt p://www.eum.hu/main.php?folderID=3746&object ID= 
6000268  [2008. 08. 05.] Az Egészségügyi Minisztérium szakmai 
protokollja - Gyógyszeres fájdalomcsillapítás és gyulladásgát-
lás a reumatológiai betegségekben.
Az idegen orvosi kifejezések helyesírásában Fábián P. és Magasi 
P.: Orvosi helyesírási szótár. Akadémiai Kiadó, 1992. legyen az 
irányadó, a kémiai kifejezések nevezéktanára és helyesírására 
vonatkozóan pedig Erdey-Grúz T. és Csányi P.: A kémiai elneve-
zés és helyesírás szabályai. Akadémiai Kiadó, 1972.; F. Csányi 
P., Fábián P. és Hőnyi E.: Kémiai helyesírási szótár. Műszaki 
Kiadó, 1982.; valamint F. Csányi P. és Simándi L.: Szervetlen ké-
miai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesülete, 1995. 
A mértékegységek megjelölésében az SI-mértékrendszer sza-
bályai az irányadóak.
b) A kézirat felépítése
A kézirat szerkesztéséhez a következő beosztást kérjük:
A dolgozat címe (esetleg alcíme).
A szerző(k) teljes neve (tudományos fokozatok nélkül), a szer-
kesztőséggel kapcsolatot tartó szerző neve csillaggal megjelölve.
A szerző(k) munkahelye teljes postai címekkel, valamint a le-
velező szerző e-mail címe.
A dolgozat magyar nyelvű összefoglalása. 
Strukturált (Bevezetés, Célkitűzés és Módszerek, Eredmények, Kö-
vetkeztetések) A magyar nyelvű összefoglalás terjedelme a 
dolgozat hosszától függően 10-20 sor legyen és az általános 
megfogalmazások kerülésével tartalmazza a dolgozat legfon-
tosabb, konkrét megállapításait.
Kulcsszavak: A dolgozat tartalmára utaló, maximum 5 kulcs-
szó megadása.
A dolgozat címe angol nyelven, a szerző(k) neve (keresztnevek 
rövidítve).
Angol nyelvű összefoglalás.
Strukturált (Introduction, Purpose and Methods, Results, 
Conclusions)
Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitűzéseit, valamint 
a vizsgálatok előzményeiből és irodalmi hátt eréből annyit, 
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez szükséges.
Key-words: A dolgozat tartalmára utaló, maximum 5 kulcsszó 
angol nyelvű fordítása.
Kísérleti rész, amely tartalmazza a felhasznált eszközök és 
anyagok, valamint a kidolgozott  módszerek pontos leírását.
Eredmények.
A dolgozatok csak a leírt módszerek teljesítőképességét megfe-
lelően dokumentáló adatokkal fogadhatók el. Ezek megadásá-
nál használjuk a matematikai statisztika korszerű módszereit. 
Az eredmények értékelése.
Ábracímek.
Következtetések. Az utóbbi két fejezet összevonható az Ered-
mények c. fejezett el.
Az esetleges köszönetnyilvánítások.
Irodalomjegyzék.
Szerzői útmutató
        


